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Rizobactérias promotoras do crescimento de cana-agelicar

RESUMO

O Brasil vive atualmente uma expansao dos canawigsiando oferecer alcool combustivel
em larga escala. Essa situacdo mantém o pais gaarda da tecnologia da cana-de-acucar.
Microrganismos presentes no solo podem influenaaproducdo agricola de diversas
maneiras, inclusive beneficiando o crescimento plastas. Bactérias associadas com a
rizosfera, conhecidas como rizobactérias promotd@asrescimento de plantas (RPCPs),
destacam-sgpor essa funcdo, sendo que o grupo fluorescentgéderoPseudomonas e
Bacillus spp. sdo RPCPs de importancia reconhecida. Osivaigjedeste trabalho foram:
efetuar levantamento da ocorréncia desses grupzsriamos em diferentes condi¢coes de
cultivo da cana-de-aclUcar — aplicacdo de vinhacdoda-de-filtro; testar os efeitos dos
isolados obtidos como promotores do crescimenfalda@ulas micropropagadasvitro e em
periodo de aclimatacdo, para a recomendacao coocolamtes e; verificam vitro se o0s
isolados produzem HCN, AIA ou solubilizam fosfataracteristicas que poderiam explicar a
eventual promocdo de crescimento. A partir de am®stle raizes de cana-de-agUcar
submetidas a fertirrigacdo com vinhaca ou a afdcate torta-de-filtro foram feitas diluicoes
e plagueamentos sucessivos para a contagem doodmemnidades formadoras de colénias
(ufcs) de Pseudomonas do grupo fluorescente e dBacillus spp. Feito isso, tais
microrganismos foram isolados e, juntamente conlades da colecdo do setor de
Microbiologia do Solo do IAC, foram testados nadugdo de mudas de cana-de-agucar.
Num primeiro experimento tais isolados foram aplasa apenas no substrato onde as
plantulas se encontravam e num segundo experini@mtm introduzidos, primeiramente, no
meio de culturan vitro onde as plantulas estavam e, apos a transferpa@ao substrato,
uma nova aplicacao foi feita como no primeiro expento. As variaveis analisadas foram
massa de matéria seca de partes aéreas e raizesplm® a razao raiz:parte aérea (Rz/Pa),
sendo as médias comparadas pelo teste de ScottaK®h de probabilidade. Além disso, os
isolados foram testados quanto a sua capacidageagiazir AIA, HCN e solubilizar fosfato.
De maneira geral, observaram-se poucas alterag8egiores de ufcs dos grupos bacterianos
em questdo devido a aplicacdo dos residuos datirmd@sinavieira. Quanto ao primeiro
experimento foram observadas diferencas em regdassa de matéria seca da parte aérea e
a razdo Rz/Pa. No segundo experimento a massa tiriangeca das raizes diferiu

estatisticamente do controle. Concluiu-se que bhaga e a torta-de-filtro ndo estimularam de



maneira significativa as bactérias do grupo fluoeate dePseudomonas spp. e nenBacillus
spp., sendo que tais residuos pouco influenciamcoaréncia desses grupos na rizosfera de
cana-de-agucar. Verificou-se que seis dos dozadeslobtidos a partir das raizes de cana-de-
acucar podem ser sugeridos como inoculantes ppradacdo de mudas dessa planta, bem
como se constatou que a producao de AIA e HCNa@ubiizacdo de fosfato ndo foram os

fatores mais determinantes para a promocéo demeso das plantulas nesse caso.

Palavras-chave: Bacillus, Pseudomonas, producdo de mudas, RPCPs, torta-de-filtro,

vinhaca.



Plant growth-promoting rhizobacteria of sugar cane
ABSTRACT

Brazil is living today an expansion of sugar cam@nfations in order to offer large scale
ethanol. This situation keeps the country at theeffont of sugar cane technology. Soll
microorganisms may influence agricultural productio several ways, including promoting
plant growth. Some bacteria associated with theodghere are known as plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR) and fluoresdessidomonas andBacillus spp. are PGPR of
recognized importance. The objectives of this stugdye to check the occurrence of these
bacterial groups in different conditions of sugane& cultivation — application of vinasse or
filter cake, test the effects of isolates as groptbmoters of micropropagated plantléts
vitro and acclimatization period to the recommendat®maculants; and verifyn vitro if the
isolates produce HCN, IAA or solubilize phosphatkaracteristics that could explain the
possible promotion of growth. Samples of sugar canés subjected to application of vinasse
or filter cake were diluted and plated for subsefueunting of colony forming units (cfu) of
fluorescentPseudomonas and Bacillus spp. The obtained isolates and some others frem th
IAC collection were tested in the production of augane seedlings. In a first experiment, the
isolateswere applied only on the substrate where the @entiere growingnd in a second
experiment they were introduced in the culture medwith the plantlets and, after transfer to
the substrate, a new application was made as itirdteexperiment. Shoots and roots dry
weight were evaluated, and the root:shoot rats estimated. The averages were compared
by Scott-Knott test at 5% probability. Moreovere tisolates were tested for their ability to
produce IAA and HCN, and solubilize phosphate. émayal, there were few differences in
the values of cfu of bacterial groups due to thgliagtion of residues from the sugar cane
industry. In the first experiment differences weleserved in relation to dry matter of shoots
and in the root:shoot ratio. In the second expantmeots dry weight differed from control. It
was concluded that the vinasse and filter cakendidstimulate significantlyPseudomonas
spp. of the fluorescent group neitligacillus spp., and this residues had a little influence on
the occurrence of these groups in the sugar camesghere. It was found that six of twelve
isolates obtained from sugar cane roots may beestgd as inoculants for the production of
seedlings of this species. It was found that, i3 tase, IAA and HCN production and

phosphate solubilization were not the main faciioggromoting growth seedlings.

Key words: Bacillus, Pseudomonas, filter cake, PGPR, seedling production, vinasse.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar é cultivada no Brasil desde a ept colonizagcdo, sendo
responsavel pelo primeiro ciclo econémico bragilerr que a torna, historicamente, um dos
principais produtos agricolas do pais. Como essmtgpl € matéria-prima de grande
flexibilidade, pode ser empregada na forma de ¢ema para a alimentagdo animal e na
fabricacdo deaguardente, aclcar e &lcool. Seus residuos poéenutiizados como
fertilizantes e 0 bagaco possui potencial paracaygdo de energia. Além disso, produtos
normalmente derivados do petroleo, como polietilemstireno, podem ser obtidos a partir da
cana-de-agucar, com a vantagem de serem biodegia@éndo ofensivos ao meio ambiente.

Com a Conferéncia Rio-92, a preocupa¢do com a ngadam clima mundial ganhou
énfase. Assim, o interesse no alcool combustiveleatiou em diversos paises. Trinta anos
depoisda criacdo do Proalcool, o Brasil vive uma novaaesgo dos canaviais, visando
oferecer, em grande escala, tal combustivel. Basac&0 mantém o pais na vanguarda da
tecnologia da cana-de-agucar.

Hoje, o plantio se estende além das areas tradisioto interior paulista e do
Nordeste. Avancou, também, para os estados de MBeaais, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso e Goias, 0 que permite ao pais produzieagiélcool o ano todo.

As usinas de cana-de-acUcar sdo grandes geradorasiduos, como a vinhaca e a
torta-de-filtro. A utilizacdo desses residuos coffiestilizantes €, atualmente, pratica
consolidada e adotada por todas as usinas brasil€ualquer material aplicado ao solo pode
influenciar sua atividade microbiana. Esses residpor serem ricos em matéria organica e
nutrientes minerais, podem ser agentes do aumaratividade e da comunidade microbianas
do solo.

Os microrganismos presentes no solo podem inflaer&i producéo agricola de
diversas maneiras, inclusive beneficiando o crescin das plantas. Atualmente, um
consideravel grupo de espécies de bactérias, aimassociada com a rizosfera, vem sendo
testado. Elas sédo chamadas de “rizobactérias pooasodo crescimento de plantas” (RPCPs)
e constituem um amplo grupo que influendemaneira benéfica o crescimento de diversas
espécies vegetais. Dentre essas bactérias dessacamgrupo fluorescente do género
Pseudomonas e Bacillus spp. Foram realizados estudos com esses micisngas em alface
(FREITAS et al., 2003; SOTTERO et al., 2006), pantitricas (FREITAS & VILDOSO,



2004), morango (VESTBERG et al., 2004), tomate (HRES & PIZZINATTO, 1991;
MENA-VIOLANTE & OLALDE-PORTUGAL, 2007), framboesa(QRHAN et al., 2006),
maca (ASLANTAS et al., 2007), dentre outras culuradAlém disso, atuam como agentes
bioldgicos no controle de doencas, pois induzesssténcia sistémica em plantas, produzem
antibioticos e sideroforos que inibem o crescimesgopatogenos. Também favorecem a
nutricdo mineral das plantas através da solubdizage fosfatos, bem como produzem
fitormbénios como o AlA. Nao séo incluidos nessepgros rizobios fixadores de nitrogénio,
pois estes estdo em relacdo simbidtica com as legsas e as RPCPs associam-se a diversas
plantas numa relacdo ndo simbiotica (FREITAS, 2007)

Portanto, para continuar garantindo a competitoléda os bons resultados da cultura
da cana-de-acucar € preciso torna-la cada vez suaientavel. Assim a utilizacdo das
rizobactérias na producdo de mudas de cana-derguode ser uma opcao viavel e de baixo
custo para uma producéo agricola com qualidade.

Embora seja reconhecida a importancia das RPCPsgéosrosPseudomonas e
Bacillus em outras culturas, pouco se conhece sobre east&ias na cultura de cana-de-
acucar. Com base nessas informacdes, os objetivoedente trabalho foram:

a. efetuar levantamento da ocorréncia desses grupxsriamos em diferentes
condi¢des de cultivo da cana-de-agucar, isto €, aplicacdo de vinhaga ou
torta-de-filtro;

b. testar os efeitos dos isolados obtidos como prometdo crescimento de
plantulas micropropagadasy vitro e em periodo de aclimatacdo, para
recomendag&o como inoculantes e;

c. verificar in vitro se os isolados produzem HCN, AIA ou solubilizarsfdto,

caracteristicas que poderiam explicar a eventwshpcdo de crescimento.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana-de-acgucar

A cana-de-acucar € uma graminea. Esse termo progégramina”, nome usado pela
primeira vez por Lineu, significando plantas serapths a gram&egundo os sistemas de
classificagdo botanica, a cana-de-aclcar pertencalivésdo Angiospermae, classe

Monocotyledonea, familia Poacea. Existem varios géneros dessa planta, mas asigaisic



variedades cultivadas comercialmente pelo mundtepeEm ao géner&accharum, que
compreende seis espéci&accharum officinarum, S. robustum, S. spontaneum, S. sinense, S.
barberi e S. edule (PERIN, 2007)Mesmo sendo uma planta rustica, hoje estao seitds fe
altos investimentos para seu cultivo, pois as taraticas ambientais e a competitividade
exigem produtividade, reducdo de custos e dos itopawo meio ambiente (EMBRAPA,
2008).

O sistema agroindustrial da cana-de-aclcar € unndos antigos do Brasil e esta
ligado aos principais eventos histéricos do pathnide-se que as primeiras mudas de cana-
de-acucar chegaram ao Brasil por volta de 153 edrda expedicdo de Martim Afonso de
Souza. Em Pernambuco a planta alcangou sucessoadtmi@ comercial, pois o solo fértil e
o clima quente propiciaram um bom desenvolviment@ @& plantas; comegava assim uma
atividade altamente rentavel para Portugal.

Dessa forma, a cana-de-acucar foi responsavel psghoeiro ciclo econémico
brasileiro, o que a torna, historicamente, um doxipais produtos agricolas do pais. Como
tal planta é matéria-prima de grande flexibilidgoleje ser empregada na forma de forragem
para a alimentacdo animal e na fabricacaagigardente, acucar e alcool. Seus residuos
podem ser utilizados como fertilizantes e o bagagssui potencial para a producao de
energia. Além disso, produtos normalmente derivadospetroleo, como polietileno e
estireno, podem ser obtidos a partir da cana-deaacicom a vantagem de serem
biodegradaveis e ndo ofensivos ao meio ambiente.

Nos anos 70 do século XXa economia brasileira encontrava-se em rapido
crescimento, necessitando importar uma quantideaiernde petréleo e, exatamente nessa
época, acontecia a primeira crise do petréleo rnen@r Médio. Como solucdo o governo
lancou, em 1975, o Programa Brasileiro do AlcoomBastivel (Proalcool) que expandiu a
cultura canavieira no Brasil. A ideia era prodeanol a partir da cana-de-acucar tendo como
objetivo aumentar a producgéo de &lcool para suirstis combustiveis derivados de petréleo,
em especial a gasolina, sem prejuizo na fabricdedacucar (DUARTE JR., 2006; PERIN,
2007). Ess@rograma cresceu rapidamente e de la pra ca aaglimavieira cresceu muito
no pais (BODDEY et al., 2003).

O que sustentava o Proalcool eram os esforcos d#sElns pelo Programa de
Melhoramento da Copersucar (Cooperativa de Progmitole Cana-de-acucar, AclUcar e
Alcool do Estado de S&o Paulo) e pelo Governo &dmm a criagdo do Programa Nacional
do Melhoramento da Cana-de-acucar (PLANALSUCARRpdw para desenvolver processos
e meétodos ligados ao cultivo da cana-de-acUcarpeoducdo de acucar e alcool. Essas



instituicbes desenvolveram e substituiram as antigaiedades de cana-de-aguUcar pelas
novas variedades CB (Campos, Brasil), PB (PernambwBrasil) e IAC (Instituto
Agrondémico de Campinas), sendo mais adaptadagaalé solo, clima e sistema de corte
(manual ou mecanico), bem como apresentando mesigté pragas e maior concentracao de
sacarose (PERIN, 2007).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de canagigear do mundo e também o lider
mundial na utilizacdo dessa planta como fonte @egém renovavel. Essa cultura ocupa uma
area de 7,74 milhdes de hectares, tendo sido pomugm2009 pouco mais de 629 milhdes
de toneladas (CONAB, 2009). A cultura canavieiratgbui grandemente para o aumento de
divisas para o pais pela exportagcdo de seus pmdsémdo de suma importancia para a
economia brasileira, 0 que justifica o fato de géaata ser alvo de tantas pesquisas no pais.

2.2 Vinhaga e Torta-de-filtro

As usinas de cana-de-acucar sdo conhecidas comdegrarodutoras de residuos e
alguns desses, como a vinhaca e a torta-de-Bim amplamente usados como fertilizantes.

Os processos de uso e destinacdo de residuo sabmertte, partes do processo de
producao, ja que pode reduzir custos, pois substiigo de insumos. No entanto, essa pratica
precisa ser avaliada quanto aos riscos que poderirap meio ambiente, pois pode
contaminar o solo e aguas subterraneas e super{BARBOSA, 2007).

Até a década de 70 tinha-se como costume deseavtahaca em rios e ribeirdes nas
proximidades das usinas; no entanto, com o aum@atproducdo de etanol no Brasil e
consequente maior producéo de tal residuo, veiecassidade de maior controle do destino
da vinhaga (AGUIAR FILHO, 2008).

A vinhaca resulta do processo de fabricacdo doohlsendo produto da destilacédo e
fermentacdo da cana-de-acucar. Em geral € rica at@rimn organica e nutrientes minerais
como potassio e nitrogénio. Por esse motivo, ateatien a fertirrigacdo com vinhaca € pratica
consolidada e adotada por todas as usinas brasitigragucar e alcool.

O uso agricola da vinhaca tem sido amplamente astllJBARBOSA (2007) diz que
nos ultimos 50 anos varios estudos foram realizadbse a aplicacdo de vinhaca em solos
agricolas. Essas pesquisas concluiram, em gemldases de até 300°rha’ ocasionam
corregdes de acidez com aumento de pH, aumentoadadatidonica, aumento da retengéo de

agua, melhora da estrutura fisica do solo e, exat@npor ser rico em matéria organica e



nutrientes aumenta a fertilidade e produtividadecdaa-de-acucar, bem como pode ser,
também, agente de aumento da comunidade e daaalividicrobiana do solo.

A torta-de-filtro € um residuo obtido a partir debificacdo do aclUcar durante uma
etapa denominada clarificacdo. Também é rica ementds, predominando o nitrogénio e
fosforo. Pela alta relacdo C/N pode resultar embitizacdo de nitrogénio para as plantas,
pelo maior crescimento microbiano (FREITAS et H088).

O uso da torta-de-filtro esta associado a altesag@s propriedades quimicas do solo,
como aumento de fosforo, CTC e diminuicdo do alionirocavel (FIRME, 2005). E, assim
como ocorre com a vinhaga, por ser rica em nuggrntmbém pode ser agente de aumento
da comunidade e da atividade microbiana do solo.

E importante ressaltar que qualquer material agdicao solo pode influenciar sua
atividade microbiologica. A vinhaca e a torta-dadi representam uma fonte de carbono,
bem como um reservatorio de nutrientes mineraiportante para 0s microrganismos que

habitam o solo e as plantas.

2.3 Uso de Microrganismos na Agricultura

Segundo VESSEY (2003), o termo biofertilizante &nte e a definicdo exata ainda
nao é certa, mas normalmente se refere ao usoaderganismos vivos do solo que, quando
aplicados as sementes, superficies das plantasaucslonizam a rizosfera ou o interior das
plantas e promovem o crescimento por melhorar geof|u disponibilidade de nutrientes
primarios para a planta hospedeira. Portanto, o desanicrorganismos benéficos como
biofertilizantes, ao invés do uso de insumos gum)icé conhecido por melhorar o
crescimento das plantas e ainda ajudar o meio amebéea produtividade do solo.

O uso de microrganismos para estimular o cresconeigis plantas vem sendo
explorado ha tempos: Theophrastus (372 — 287 ag®risuuma mistura de diferentes solos
como um meio de “remediar defeitos e adicionar amaolo” (VESSEY, 2003); tal mistura
— ainda que ndo se soubesse entdo — ocasionavas epaisitivos pela introdugao de
microrganismos. Atualmente, muitos estudos comood@smicrorganismos na agricultura sao
baseados em um grupo bacteriano conhecido comibai#rias promotoras do crescimento
de plantas (RPCPs), devido aos varios mecanismoacéle que esse grupo possui para

beneficiar as plantas.



2.3.1 Rizobactérias promotoras do crescimento degiitas e seus mecanismos de acao

O crescimento das plantas influencia a atividade duocrorganismos do solo,
especialmente daqueles que estdo presentes nadjatente a raiz das plantas conhecido
como rizosfera. Segundo PRESTON (2004), muitas tgdarpossuem mecanismos de
resisténcia contra determinadas bactérias, mostrgud elas tém capacidade de reconhecer
bactérias patogénicas e de se proteger contrafganesmo tempo, possuem a habilidade de
se associar as bactérias benéficas como fazemexmmnplo, com rizébios fixadores de
nitrogénio.

As raizes liberam grandes quantidades de exsudatisulares, que sao ricos em
acucares, acidos dicarboxilicos e aminoacidos,dmmo em grande variedade de metabdlitos
secundarios. Tais exsudatos séo liberados pelasgéla borda da raiz, tornando a rizosfera
um habitat para a sobrevivéncia de uma microbiota.

O conceito de rizobactérias promotoras do cresdimnete plantas (RPCPs)
compreende, exatamente, as bactérias que viverizogiera e que promovem de maneira
benéfica o crescimento da espécie vegetal a elzciada numa relacdo ndo simbidtica.
Organismos envolvidos de maneira simbidtica complastas ndo sdo, portanto, considerados
RPCPs e, sendo assim, os rizébios fixadores deg#itio, quando associados as plantas
leguminosas, nao fazem parte desse grupo (FREIZA(,).

Os estudos iniciais com RPCPs focavam-se no grupoetcente d@&seudomonas,
mas agora se salggle RPCPs incluem um amplo grupo de géneros bautsri(WELLER,
2007) a saber: as préprid@seudomonas, bem comoBacillus, Azospirillum, Azotobacter,
Burkholderia, Serratia, Arthrobacter, Klebsiella, Mesor hizobium e Phyllobacterium.

As RPCPs podem ser utilizadas para tratamento ohkerges, explantes e mudas
micropropagadas, incorporadas ao solo, tubérculosatzes, bem como pulverizadas nas
partes aéreas, incluindo folhas e frutos, e encpiwita (MARIANO et al., 2004).

Segundo MARIANO et al. (2004), os trabalhos derbSeen 1988 e Freitas em 1989
foram os pioneiros, no Brasil, na utilizacdo das<CRP. Nos trabalhomencionadogoram
testadod”seudomonas fluorescentes para aumentar o crescimento deyd&nte tomateiro e
cafeeiro em condicdes de casa de vegetacao. A gargintdo varios estudos vém avaliando o
efeito benéfico da utilizacdo dessas bactérias.

Ja ha muito tempo sao feitos trabalhos solpetencial do uso de plantas associadas a

algumas bactérias como agentes de estimulo deimezdo ou para melhorar a saude da



planta conforme atesta o trabalho RI®VIRA (1965). Essas bactérias associam-se a varias
espécies de plantas e sdo comumente encontradéisessos ambientes.

Os modos de acdo das RPCPs sdo diversos e, pprtam@scimento pode ser
favorecido por elas tanto de forma direta comoodmé indireta. A promocao de crescimento
e direta quando os microrganismos facilitam a c#uotade certos nutrientes do solo,
solubilizandominerais como o fosforo e tornando-o disponivplaita (DE FREITAS et al.,
1997; ROSAS et al., 2006), ou quando produzemnfifmios como acido indol acético — AIA
— (PATTEN & GLICK, 2002), além de outros composiosldlicos, bem como etileno
(THULER et al., 2003a, b), citoquininas e giberatinJa a producéo de crescimento indireta
ocorre por meio do controle de fitopatdgenos, ga, gela inducdo de resisténcia sistémica
no hospedeiro (RAMAMOORTHY et al., 2001) ou pelaguc¢éo de acido cianidrico — HCN
— (OWEN & ZDOR, 2001) e de sideré6foros (DE BELLISERCOLANI, 2001; ONGENA et
al., 2002).

Além disso, segundo a revisdo de WELLER (2007gsbsdos de Kloepper & Schroth
em 1981 mostram que RPCPs podem impedir o estabel®@o de outros microrganismos
rizosféricos, pois competem com efgs espacos favoraveis na raiz e na rizosfera. PSHS
podem, também, prover tolerancia contra estresbesticms, como seca, salinidade e
toxicidade por metais (DIMKPA et al., 2009).

2.3.1.1 Sideroforos

O ferro € um elemento essencial para o crescintentodos o0s seres vivos. Em baixas
concentracdesle ferro bactérias do grupo fluorescente do géRseadomonas produzem
compostos com baixa mass®lecular chamados sideréforos, que competem mhyaira
fon férrico; portanto, sideréforos sdo quelantes calta afinidade pelo Pé que sdo
sintetizados sob condic¢des limitantes de ferro.

A escassez de ferro nos solos e nas superficieplaiass pode causar competicdo
entre os microrganismos. Com a producéo de sidejfos microrganismos imobilizam¥e
tornando-o menos disponivel a outros que ndo perdual substancia. Assim, a comunidade
de microrganismos competidores é reduzida.

Vale lembrar que o ferro torna-se indisponivel eafores de pH maiores do que seis
e, como no Brasil a grande maioria dos solos s#@psca escassez de ferro ndo € uma

situacdo comumente encontrada no pais.



2.3.1.2 Acido cianidrico — HCN

O HCN é um produto secundéario do metabolismo dergos microrganismos e afeta
organismos sensiveis pela inibicdo da sintese dé AEdiada pela citocromo oxidase.
Dependendo dos organismos-“alvo”, os microrganismpasiutores de HCN podem ser
considerados prejudiciais, quando eles influencragativamente a salde da planta, ou
benéficos, quando sua atividade resulta em supreded patégenos (DE BELLIS &
ERCOLANI, 2001).

A producdo de HCN possui caracteristicas ambiguais, ela pode estar associada
tanto a rizobactérias benéficas quanto as delsté&egundo COELHO (2006) a producao de
HCN poderia ser o mecanismo envolvido no efeitcetdelo de certas rizobactérias. Ao
mesmo tempo, LUZ (1996) diz que a producao de H@Neata o desenvolvimento de pélos

radiculares em plantas.

2.3.1.3 Acido indol acético — AIA

O &cido indol acético é um fitormdnio do grupo dasinas, sendo, na realidade, a
principal auxina nas plantas. O AlA controla muippsscessos fisiologicos importantes, como
a divisdo celular, a diferenciagdo dos tecidos eeapostas a luz e a gravidade. Segundo
MIRZA et al. (2001), a producao de AIA por micronganos pode variar entre diferentes
espécies, bem como entre cepas da mesma espéecmnAgdes da cultura, estagio de
crescimento e o substrato também sdo condicOegagien causar variacdes na producéao.

Mais de 80% das rizobactérias sdo capazes deiznt@A. Estudos mostram que a
promocdo de crescimento mediado pela producdo de pbr RPCPs € relacionada, na
realidade, a baixos niveis de secrecdo de AIA, paisntrario — altos niveis de secrecao de
AIA — pode causar um efeito inibitério ao cresciteedas raizes das plantas (BARAZANI &
FRIEDMAN, 1999).

2.3.1.4 Solubilizacéo de P

O fosforo é um elemento limitante em, praticametddps 0s ecossistemas, pois as
fontes primarias sdo as rochas, onde eksaento se encontra de forma insollvel e, portanto

indisponivel para 0s organismos superiores.



A maioria dos solos tropicais é pobre em fosfospdnivel, portanto, os agricultores
tém que fazer uso de fertilizantes fosfatados,t@oealto custo. Parte do fertilizante aplicado
acaba se tornando insoluvel e, portanto, indis@brpara as plantas. Existem rizobactérias
capazes de converter esse fosfato inorganico mslokm fosfato disponivel as raizes das
plantas.

TORO et al. (1997) testaram o efeito combinado dasddiferentes rizobactérias
solubilizadoras de P — pertencentes aos génBaodlus e Enterobacter — com fungos
micorrizicos arbusculares Glomus intraradices — e verificaram que essas bactérias se
comportaram como “bactérias auxilias micorriza”, pois promoveram o estabelecimento
tanto de micorrizas indigenas como das micorrizasusaulares introduzidas pelo
experimento. Além disso, a inoculagdo combinad& datraradices e B. subitilis aumentou
significantemente a biomassa e a acumulacdo d@ Nas tecidos da planta. FRANCIS et al.
(2010) citam em sua revisao que bactérias Granhgasicostumam ser mais comuns nessas
“aliancas” do que as Gram-negativas, o que refosgaesultados dos experimentos de TORO
et al. (1997).

ROSAS et al. (2006) também testaram um “mix” deranganismos — solubilizadores
de P e fixadores de nitrogénio — e observaram qo&éhas do génerBseudomonas eram
capazes de fornecer fosforo as plantas quandoiamegantamente coniBradyrhizobium
japonicum. JADE FREITAS et al. (1997) verificaram que os mellsoreicrorganismos

solubilizadores de P pertenciam ao gérBaallus.

2.3.2Bacillus spp., Pseudomonas spp. e estudos desses géneros como RPCPs em digersa
espécies vegetais

Os género®acillus e Pseudomonas tém sua importancia reconhecida no crescimento
de plantas e, também, no controle de doencgas (VER®et al., 2004; KUMAR et al.,
2007). Séo, portanto, considerados agentes derrot® de doencas de plantas possuindo
grande potencial para utilizacdo na agricultura.

Bactérias do génemBacillus sdo Gram-positivas e podem ser aerobias, facdtabu
anaerdbias. Formam enddésporos — caracteristicaagueoloca entre o0s esporulados. A
formacgao de esporos aumenta a resisténcia dessegganismos aos fatores adversos. Tal
caracteristica também ¢é interessante para a fogawlde inoculantes comerciais, pois esses

microrganismos podem ser armazenados por um pemadolongo e podem permanecer por



mais tempo no solo; além disso, também produzerbidintos que inibem fitopatdgenos
(KOKALIS-BURELLE et al., 2006).

Pseudomonas spp. sé@o bactérias Gram-negativas e aerdbias gsteintam estar
presentes em, praticamente, todos os solos agrieokio bem adaptadas para crescer na
rizosfera. Algumas bactérias pertencentes ao gflymwescente do génerBseudomonas
possuem varias caracteristicas que as toragentes de biocontrole e de promoc¢édo de
crescimento. Algumas dessas caracteristicas giidorérescimentan vitro, rapida utilizacao
de exsudados de sementes em germinacao e railoesz@pdo e multiplicacéoa rizosfera e
espermosfera e no interior de plantas, producdogm@de variedade de metabolitos
(antibioticos, sideroforos e substancias promotal@screscimento) e competicdo contra
outros microrganismos (WELLER, 2007). Assim coBazillus, 0 grupo também é relatado
como produtor de antibidticos (FREITAS, 2007). Aionadesvantagem dEseudomonas
como agente de biocontrole esta no fato de gaggo ndo produzir esporos, assim como
fazemBacillus spp., 0 quecaba por dificultar a formulacéo de in6culos matso comercial
dessas bactérias (WELLER, 2007).

Os primeiros substratos usados como nutrientesPpardomonas promotoras de
crescimento, quando em contato com a rizosferaaséoares simples, acidos organicos e
aminoacidos. Segundo PRESTON (2004) a naturezaatilees a fisiologia do grupo de
bactérias Pseudomonas dao a elas potencial para fornecer solugbes boalégpara
importantes problemas ambientais, industriais agiicultura.

As vantagens geradas por esses géneros de RPG#8 pedverificadas em diversas
espécies vegetais. FREITAS et al. (2003) verifitaeapromoc¢éo do crescimento em alface.
SOTTERO et al. (2006) também utilizaram essa plpata tornar a selecdo de isolados de
RPCPs mais eficiente; dessa forma, foram testadlesoados déseudomonas fluorescentes
e observou-se que a presenca de uma névoa ao dedoolo da plantula indicava a
colonizagdo das raizes pela bactéria, o que f@gsto como ummétodo de selecao prévia
para a obtenc¢do de isolados bacterianos potempe@isotores de crescimento. Além disso, as
autoras verificaram que doze isolados promoveratrescimento das plantas, tendo quatro
deles aumentado a massa de matéria seca da rawee cnnumero de folhas. Ainda em
alface, CIPRIANO (2009) testou isolados Peudomonas do grupo fluorescente no sistema
de cultivo hidropbnico. Os objetivos eram verifisartais isolados promoviam o crescimento
das plantas, bem como se possuiam potencial para sgentes de controle biolégico de
Pythium. Foi verificado que alguns dos isolados testadosnpveram crescimento e que

ocorreu o controle bioldgico d&thium no cultivo de alface hidropénica.
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Em plantas citricas, FREITAS & VILDOSO (2004) teata dez isolados de
Pseudomonas fluorescentes, treze dgacillus e sete de outras bactérias rizosféricas em trés
diferentes porta-enxertos utilizados na citrict(tangerineira “Cledpatra”, limoeiro “Cravo”

e limoeiro “Volcamericano”) e verificaram que, dagendo do porta-enxertd?seudomonas
e Bacillus beneficiaram o aumento de massa de matéria ser@iz#s ou de partes aéreas,
porém sem efeito sobre a altura das plantas.

FREITAS (1989) observou em cafeeiros que isolasoBsdudomonas fluorescentes
induziam maiores massas de matéria sesaplantas, bem como aumento de altura e um dos
isolados aumentou o namero de bactérias fluoressamt rizosfera seis meses depois da
inoculagéo.

Em tomate, MENA-VIOLANTE & OLALDE-PORTUGAL (2007ronstataram que
isolados deBacillus subtilis promoveram melhoras no tamanho, massa e texturauos e
também na producdo por planta. Os autores atribuias resultados a uma possivel
producdo de fitormonios pdBacillus. FREITAS & PIZZINATTO (1991) relataram que
Pseudomonas fluorescentes induziram o aumento de massa deimatfaem tomate, o que
foi justificado pelo antagonismo da bactériaugarium oxysporum f.sp.lycopersici.

ARAUJO (2008) inoculou células diacillus subitilis em sementes de milho, algoddo
e soja e verificou que a inoculacdo da bactérigpgrmonou aumento da emergéncia de
plantulas dealgodao e soja, bem como aumentou significativaenanmhassa de matéria seca
das partes aéreas do milho.

VISWANATHAN & SAMIYAPPAN (1999) notaram que RPCP<=encentes ao
grupo fluorescente deseudomonas isoladas a partir da rizosfera de cana-de-acforam
eficientes em reduzir, em plantas de cana-de-aciwaa doenca denominada podridao
vermelha causada pelo fun@olletotrichum falcatum. Esse fato foi explicado pela inducéo
de resisténcia sistémica que a presenca da baca@sau na planta.

Considerando a nutricdo de plantas, ORHAN et a@0§2 verificaram que dois
isolados deBacillus estimularam o crescimento das plantas de frambeesamentaram a
producdo, o que foi resultado da capacidade debitmhcdo de P pela bactéria. O
fornecimento de fésforo como nutriente ja foi retht em macieiras p@kSLANTAS et al.
(2007), que observaram promocao do cresciment@mases jovens, bem como aumento na
producdo de frutas. A producédo de fitormdnios p&&CPs e também a capacidade de
solubilizacdo de P de alguns dos isolados testhmtam 0s responsaveis pelos resultados,
fazendo que os autores sugerissem 0 uso das RP@®sfarma de garantir uma producao

organica.
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As RPCPs ainda ndo sao usadas massivamente petgtages, pois ha dificuldades
em se formular inoculantes para uso comercial.destcomo de ARAUJO (2008) tém sido
feitos para se tentar resolver o problema. Neskgl@so autor testou células @&acillus
subtilis misturadas a farinha de ostras para se tentalactegm produto comercial. Dessa
forma, chegou a conclusdo que tal formula € unmerrativa viavel para a inoculacao de

sementes.

2.3.3 Dificuldades no estabelecimento das RPCPs

Para que as RPCPs realmente beneficiem o crescirdastplantas € necessario que
estejam em contato intimo com a planta hospedeirgue pode ser feito de maneira
rizosférica ou de maneira endofitica (VESSEY, 20@3) relacdes endofiticas, nesse caso,
nao formam nodulos nas raizes como ocorre, por geentre os rizobios e as leguminosas.

A colonizacdo radicular, embora fundamental, € agmplexo, isto é: para que a
bactéria influencie o crescimento vegetal preaésalaro, colonizar a rizosfera, 0 que nem
sempre acontece. Essa pode ser uma das explicpgéesa inconstancia dos resultados
fornecidos pelas RPCPs, algo muito citado pelosrasit(FREITAS et al., 2003; SOTTERO
et al., 2006).0Outra explicacdo seria a incapacidade de locomdg&omicrorganismos do
local de inoculagéo até a rizosfera (SOTTERO et28I06). Segundo BONKOWSKI et al.
(2009) os microrganismos nao costumam ser muitoemaws solos e, por isso, tem sido
sugerido que a fauna do solo — em especial os pafaat— desempenha um importante papel
como vetor para difundir as bactérias em torndatestera.

Somado a esses fatos, hda uma grande diversidadmséddade microbiolégica na
rizosfera, bem como uma enorme diversidade metab@liconsequente competicdo nesse
local. Dessa forma, ha limites para a introducaend@organismos externos na rizosfera. A
competéncia das rizobactérias para se estabelacerasfera depende de o quéo efetiva a
bactéria é para colonizar a raiz combinado combditiade para sobreviver e proliferar junto
as raizes das plantas em crescimento durante upoteamsideravel e na presenca de uma
microbiota indigena. Por esse motivo, DIMKPA et (@009) em sua revisdo sobre RPCPs
citam o fato de muitas rizobactérias mostraremtagfddenéficos sob condi¢cdes controladas
em casa de vegetacdo, ndo sendo tais efeitos pErsedmb condicbes naturais. Além disso,
varios genes, também, estdo envolvidos na capacidde colonizar a rizosfera
(LUGTENBERG & DEKKERS, 1999). REINHOLD et al. (198®studaram a resposta
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quimiotatica de trés isolados d&zospirillum e observaram que tal resposta € muito
especifica, ou seja, provavelmente as bactériaglaptam — e, portanto, se estabelecem —
apenas onde h& condi¢des de nutrientes exsudadpkptas hospedeiras especificas.

Além disso, quando a promoc¢do de crescimento oquorecontrole bioldgico de
patogenos, os resultados somente serédo percelidogatdgeno estiver presente no solo. Por
fim, os fatores nutricionais do solo também podem Ignitantes ao estabelecimento das
RPCPs (SOTTERO et al., 2006). Por essas razOesn fodesenvolvidas técnicasvitro para
estudar a colonizacao radicular por rizobactérias.

Segundo WELLER (2007), um grande progresso foofaits ultimos 30 anos para
entender o processo de colonizagéo das raizeéRspaiomonas e para caracterizar os fatores
bidticos e abibticos, bem como os genes que infilaemessa colonizagdo. Assim, chegaram
a trés conclusdes: 1) a competéncia para coloainaosfera € comandada por muitos genes e
caminhos, sendo que para um unico isolado muitesspodem estar envolvidas no processo;
2) a competéncia para colonizar a rizosfera podesgcifica entre planta e bactéria; 3) a via

ou o gene sao influenciados pela espécie da plimaje solo e condigdes ambientais.

2.4 RPCPs na micropropagac¢do de mudas de cana-deiegr

A partir da definicdo do conceito datipoténcia celular — capacidade de originar um
novo organismo a partir de qualquer parte de umatglpor meio de ativagéo e repressao de
genes — foram desenvolvidos trabalhos sobre culteit@cidos (MANNION, 1995). Desde o
inicio do século XX a cultura de tecidos vegetaisremeio pelo qual células ou tecidos séao
desenvolvidos sob condigBes assépticas e contsol&daa técnica auxilia no melhoramento
genético, pois amplia a variabilidade genética mbtam pode reduzir o tempo para
langamento de novas cultivares (CAVALCANTE et &0@).

A propagacao vegetativa vitro — ou micropropagacao — € uma aplicacdo da cultura
de tecidos caracterizada por ser um méiodatro para a multiplicacdo de plantas usando
células e/ou tecidos meristematicos ou ndo meré&ieas como explantes. Tem como
objetivo a propagacdo de plantas livres de doengas; como acelerar os métodos
convencionais de propagacao vegetativa. A micpggacao permite, assim, multiplicar o
material selecionado por programas de melhoramebtendo-seanudas com certa rapidez,
com alta qualidade, com alto grau de sanidade aega lescala e em curto periodo de tempo,

além de possibilitar a utilizacdo de areas menpaea a producédo das mudas (NOGUEIRA,
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2006). As microplantas crescem, primeiramente ceololicoes assépticas e depois sao, entéo,
transferidas para substrato para o periodo de atelgéo.

A partir da década de 80, foi introduzida na Brasitomercializacdo de plantas
micropropagadas de cana-de-acucar (CANUTO et@03)2 A preocupacdo com o excelente
grau de fitossanidade dessas plantas faz com gse @ocesso, além de eliminar
microrganismos patogénicos, elimine também micrtsgaos com potencial benéfico como
as RPCPs.

A cana-de-agucar € uma graminea que normalmem®gaga vegetativamente pelos
colmos, gemas dos nos e rizomas, mas a propagacderpentes também ocorre. Em escala
comercial € vegetativamente propagada pelos coen@®r essa razdo, a micropropagacao
oferece um prético e rapido método para a proddedbiomassa (LAKSHMANAN, 2005).
Além disso, apos, em meédia, quatro ou cinco caxesecutivos, a lavoura canavieira precisa
ser renovada, 0 que exige grandes quantidades d@smu

No Brasil, a micropropagacdo da cana-de-aclcar tedp desenvolvida,
principalmente, por laboratérios instalados derdas usinas de agucar e &lcool visando
atender a demanda interna, mas também servindo pm@stadoras de servicos.

Segundo DONATO et al. (2005), a micropropagacaa patana-de-acucar é bastante
vantajosa. Antes de sua utilizagdo eram requeddds) a 15 anos para a selecao do material
e depois tornavam-se necessarios mais alguns an@® gstabelecimento das cultivares em
plantios comerciais.

Na cana-de-acUcar, as plantas vém sendo prodyzédtasegeneracao direta tanto do
meristema apical quanto do axilar e dos tecidoguroa das folhas. Como ocorre com as
outras espécies de plantas, as plantas de camaidargpropagadas dos meristermasitro
sao consideradas geneticamente e fenotipicamermseestaveis do que as produzidas do calo.
Assim, consideraveis esforcos estdo sendo feits ipgestigar a adaptabilidade da cultura
meristematica para o crescimento comercial dae"etla cana-de-agucar (LAKSHMANAN,
2005).

Apesar de serem conhecidas como potenciais agdatesntrole bioldgico contra
doencas e pragas e na promocao do crescimentamtaglo uso das RPCPs na producao de
mudas micropropagadas ainda estd em fase inicialnogulacdo de RPCPs durante o
processo de micropropagacao pode otimizar o proagsobtencdo das mudas, bem como
beneficiar o estabelecimento dessas bactérias.

Os beneficios acarretados pelas RPCPs nas mudasopropagadas séo,

principalmente, aumento de area foliar, nimeroalleas e matéria seca, com consequente
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reducdo do tempo de aclimatizacdo e maior sobnevizélas mudas apos o transplante. No
campo, verificou-se a protecdo contra doencas emtanma produtividade (MARIANO et al.,
2004). Dessa forma, a qualidade da muda é impertpots ela ira influenciar a porcentagem
de sobrevivéncia, a velocidade de crescimento eodupédo final. Estudo realizado com
tomate e pimenta mostrou que, como resultado dengg&o no crescimento, o tempo
requerido para o transplante - da casa de vegepagam campo - foi reduzido e o vigor e a
sobrevivéncia no campo também melhoraram para afOKALIS-BURELLE, 2006).
Levando-se isso em conta, o tratamento de mudasrtede-acucar micropropagadas com
RPCPs é algo que, se viavel, podera trazer ressltddnéficos para uma das mais
importantes culturas do pais.

Seria desejavel que os substratos de crescimeatosisma micropropagacdo tivessem
microrganismos benéficos introduzidos para tornarcrescimento das plantas mais
sustentavel. No entanto, muitos fatores tém aitedaer considerados quando se desenvolve
um substrato biologicamente benéfico (VESTBERG,420&studos ainda sdo necessarios
para explicar o modo de acdo desses microrganigntesacao entre 0s microrganismos no
caso de multipla inoculacéo e as interacdes copnogwiedades fisicas, quimicas e biologicas
do substrato original.

Atualmente tem crescido a pressdao mundial para @tame produtividade nos
cultivos de cana-de-agUcar para que se possamgustesinas produtivas. As mudancgas
significantes para melhorar a produtividade dagsucag s&o resultados de estratégias
inovadoras, entre as quais a biotecnologia (LAKSHWM, 2005). Embora seja
reconhecida a importancia das RPCPs dos gérfesmaglomonas e Bacillus em outras
culturas, pouco se conhece sobre a influéncia sléssaérias na cultura de cana-de-agucar.

CAKMAKCI et al. (2006) testou o efeito das RPCPs sementes de beterraba e
verificou que os efeitos das rizobactérias foranisrpeonunciados durante a fase inicial de
desenvolvimento das plantas. A inoculagdo com RR@R&nciou positivamente a massa de
matéria das raizes e partes aéreas durante osirpenestagios de desenvolvimento das
plantas. Dessa forma, o teste das RPCPs em muaasardh-de-aclcar torna-se algo

interessante, pois as plantas poderao ser bemleficdesde suas fases iniciais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Contagens e Isolamentos

3.1.1 Solos com e sem vinhaga

De acordo com a Norma Técnica P4.231 da CETESBmp@ohia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental do Estado de Séo Paulo -ndegade 2005, o volume de vinhaca a
ser aplicada em tratamento em solos agricolas sivdeterminado de acordo com a equacéao
que leva em conta a CTC, a concentracdo de potassiolo (ks) e a concentracdo de
potéssio na vinhaca (kvi) (CETESB, 2005), confosmsegue:

m® de vinhaca/ha = [(0,05 x CTC — ks) x 3744 + 186}i/

Dessa forma, foi calculado o volume de vinhacaraapécado em duas diferentes
propriedades. Uma dessas, localizada no municipidltin6polis (SP), recebeu no més de
agosto de 2008 dose de 178 ima' de vinhaca pela primeira vez, enquanto que a outra,
situada em Serrana (SP), recebeu no més de setdmBf®8 uma dose de 14%ma*, sendo
que nessa area a vinhaga vem sendo aplicada hdsmanids. Em ambos lugares o residuo foi
aplicado na soqueira. As testemunhas receberamaspaplicacdo do mesmo volume de
agua.

Nos meses de novembro e dezembro de 2008 e maigal ele 2009 na fazenda de
Altin6polis e nos meses de novembro e dezembrd@8 2 fevereiro, marco e abril de 2009
na fazenda de Serrana, amostras de raizes de eatgchr da variedade SP83-2847 foram
coletadas de trés pontos ao acaso, gerando amostrgsostas das situacbfes com e sem
vinhaca, com trés repeticdes de cada tratamento.

O solo da fazenda de Altin6polis é classificadmed.atossolo Vermelho Amarelo
arenoso, enquanto que o encontrado na fazenda mlan&eé Neossolo Quartzarénico
(EMBRAPA, 1999).
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3.1.2 Solos com e sem torta-de-filtro

As amostras de raizes com aplicacdo ou ndo dedexti#tro sdo provenientes de uma
terceira propriedade agricola, localizada em Riedi@ (SP) onde se encontra solo do tipo
Podzdlico Vermelho Escuro argiloso. Nesse localantio da cana e a aplicacao da torta-de-
filtro, aconteceram em outubro de 2008. Foram agas 30 t/ha de torta-de-filtro (72% de
umidade) e as amostras foram coletadas nos meskveteiro, abril e julho de 2009 da
mesma forma como feito para as amostras com vinlmacaeja, de trés pontos ao acaso,
gerando amostras compostas das situacdes com ®rsarde-filtro, sendo trés repeticdes de
cada tratamento. Porém, neste caso, as raizescsé@migntes de cana-de-acucar da variedade
CTCS.

3.2 Contagens de Possiveis RPCPs de Cana-de-agucar

Foram realizadas contagens de dois diferentes grpprovaveis RPCPs de cana-de-
acucar: o grupo fluorescente do génPeseudomonas e Bacillus spp. Para tal, a partir das
amostras de raizes de cana-de-acucar — sem hostizridoencas — cultivadas em presenca e
auséncia de vinhaca, bem como sob a aplicacdo @muedorta-de-filtro, foram realizadas
diluicbes seriadas para que fosse possivel reatizabntagem do numero de unidades
formadoras de col6nias (ufcs).

3.2.1 Contagens d@seudomonas do grupo fluorescente

As raizes foram colocadas em frascos de Erlenmepmtendo solucdo de
MgS0,.7H,O 0,01 mol ! e agitadas em agitador por 10 minutos para o elegjgnento do
solo rizosférico na solucdo, obtendo assim umaesissip original. A partir dessa suspensao
original foram feitas diluicbes de fator ¥ plagueamentos sucessivos, possibilitando a
contagem do numero de ufcs.

Dessa forma, 0,1 mL da solucao original e dasgiks subsequentes (até*Lébram
espalhados em duplicata — com o auxilio da alcBraglski — em placas de Petri contendo
meio B de KING et al. (1954) — meio B — o qual ppsksaixa concentracado de ferro,
favorecendo a producdo dos sideréforos responsgedasfluorescéncia dalseudomonas.

As placas foram mantidas a 28°C durante 24 horapds esse periodo, foram contadas as
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coloénias que fluoresciam sob luz com comprimentoodela proximo ao ultravioleta
(FREITAS, 1994).
Os dados originais de contagem de ufcs foram wamsfdos para log (x + 1) e a

comparacao entre médias foi feita pela estimativarth padréo.

3.2.2 Contagens d8acillus spp.

Para a contagem dgacillus a mesma solucéo original foi mantida em banho-areri
80°C por 20 minutos. Feito isso, 0,1 mL da solugétas diluicdes subsequentes (até)10
foram espalhadas em duplicata — com o auxilio da dé Drigalski — em placas de Petri
contendo meio batata-dextrose-agar (BDA). As pléoasn mantidas a 28°C por 24 horas e,
apos esse periodo, as coldnias foram contadas TASEL994).

Os dados originais de contagem de ufcs foram wemsidos para log (x + 1) e a

comparacao entre médias foi feita pela estimativarth padréo.

3.3 Obtencéo dos Isolados

Depois das contagens, descritas nos itens antgrieseolhia-se, aleatoriamente, uma
coldnia por placa e esta era purificada em placa m@io B — pardseudomonas — ou meio
BDA — paraBacillus — pelo método do esgotamento por estria, a firmedebterem isolados
desses géneros bacterianos. No casBsdadomonas, a colonia escolhida sempre era uma
fluorescente sob luz com comprimento proximo doauibleta. Pardacillus, as colbnias
escolhidas sempre eram originadas de uma suspgusa havia passado pelo procedimento
gue elimina bactérias ndo produtoras de enddsporos.

A placa era incubada a 28°C por 24 horas e, eat@olhia-se a coldnia mais isolada
para ser transferida para um tubo de ensaio comeggsectivos meios para cada grupo
bacteriano. Em seguida, foram feitos testes denGrara todos os isolados assim obtidos;
para os isolados dgacillus, confirmava-se também a presenca de enddsporofmracao
com verde-malaquita.

Obtiveram-se dessa forma 6 isoladosPdeudomonas do grupo fluorescente (Ps) e 6
isolados ddéBacillus (Bc), sendo esses denominados: Ps1J, Ps2J, P43JPBSJ, Ps6J, BclJ,
Bc2J, Bc3J, Bc4J, Bc5J e Bc6J. Os isolados Ps&J, BelJ e Bc5J sdo provenientes de
amostras de raizes de cana que ndo foram submatifEsirrigacdo com vinhaga; ja os
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isolados Ps4J, Ps6J, Bc2J e Bc6J originam-se dst@vale raizes de cana submetidas ao

tratamento com vinhaga; os isolados Ps2J e Bcaihfobtidos de amostras de raizes de cana
de areas sem aplicacéo de torta-de-filtro e oadeasl Ps1J e Bc3J, de amostras de raizes de
cana de areas com aplicacéo de torta-de-filtro.

Os isolados Ps3J, Ps4J, Ps5J, Ps6J, BclJ, Bc2J,eBB86J sdo provenientes da
variedade de cana-de-agUcar SP83-2847; ja os tsol&$1J, Ps2J, Bc3J e Bc4J sao
provenientes da variedade CTC5.

Para preservacao, os isolados foram repicadosgsaraspectivos meios de cultura,
em tubos de ensaio com o meio sem inclinac@oadados em geladeira a 4°C sob 6leo

mineral.

3.4 Selecédo de Possiveis RPCPs de Cana-de-acucar

Para selecionar eventuais rizobactérias promotimagescimento de cana-de-acucar,
os isolados obtidos, bem como outros 9 isoladd3sdedomonas provenientes da colecao do
setor de Microbiologia do Solo do Instituto Agrorném- IAC — (Tabela 1), foram testados
em plantulas de cana-de-acucar, provenientes daraulle meristemas, fornecidas pelo
Centro de Cana do IAC em Ribeirdo Pretiade se encontravam sob fotoperiodo de 16 horas
e temperatura entre 26 e 28°C. Os isolados daamwleg Microbiologia do Solo do IAC
selecionados para esse experimento foram escojhildogre tantos outros, pois ja foram
testados em outros experimentos e mostraram-sergéis em promover o crescimento de
plantas de outras espécies, ja que ndo havia sitlp &té entdo, nenhum experimento com

cana-de-agucarRseudomonas no IAC.

Tabela 1 - Origem dos isolados d@seudomonas da colecdo do IACutilizados nos

experimentos.

Isolado Origem Isolado Origem
LP13 Alface Ps21A Algodoeiro
LP22 Chicéria Ps51A Tomateiro
LP28 Alface Ps60B Citros
LP31 Rucula Ps92 Pimentao
MP1 Rucula hidropbnica
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3.4.1 Experimento 1: Aplicacao de suspensao bactania no substrato

Em um primeiro experimento, testaram-se plantulasvariedade IACSP97-6682,
ainda em frasco com meio de cultura MS (MURASHIGEROOG, 1962), que ja estavam
enraizadas e, portanto, prontas para passaremaptase de aclimatacdo em substrato. A
variedade IACSP97-6682 ainda sera lancada no neroaas tem excelente desempeniho
vitro e também bom enraizamento. Dessa forma, as plarmdaacipalmente as raizes - eram
lavadas em agua corrente, separadas em touceirawenee transferidas para bandejas de
isopor contendo substrato da marca Plantmax previenautoclavado por 1 hora. Cada
isolado contava com cinco repeticoes dispostasmeaf casualizada, sendo que cada parcela
era composta por trés plantulas.

No dia seguinte a transferéncia para a fase denaelcao, foi feita uma primeira
aplicacdo de uma suspenséao bacteriana. O prepawsgdansao foi feito da seguinte forma:
os isolados eram transferidos para Erlenmeyergodatmeio B liquido ou BDA liquido para
Pseudomonas ou Bacillus, respectivamente, e depois de 24 horas sob tetupere 28°C
eram centrifugadoa 3000 x g por 15 minutos. O sobrenadante era dadoze o restante era
ressuspenso em solucdo de Mg36,0 a 0,01 mol L.

Para cada isolado foi feita uma estimativa do ndnms células bacterianas, por
diluicbes em série, onde aliquotas de 0,1 mL da dildicdo eram espalhadas em placas de
Petri contendo os respectivos meios pRseudomonas ou paraBacillus. A contagem das
coldnias foi feita apos incubacéo a 28°C por 2aseros resultados sdo apresentados em ufcs
mL™ (Tabelas 2 e 3).

As plantulas receberam, entdo, 5 mL da suspensf@idosque o controle recebeu
apenas aplicacdo do mesmo volume de solucdo de MYSO a 0,01 mol [, e foram
mantidas em casa de vegetacdo recebendo &agua menfornecessidade, sendo que o

ambiente era mantido umido e as bandejas, sob gembr
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Tabela 2 - Concentracdo das suspensdes bacteriandsalielomonas spp., em unidades

formadoras de col6nias (ufcs ). utilizadas para a 12 aplicacdo nas plantas perewento

em substrato.

Isolado ufcs mL* Isolado ufcs mL*
LP 13 1,03.10 Ps 4J 2,85.10
LP 22 3,56.10 Ps 5J 1,83.10
LP 28 1,78.10 Ps 6J 2,43.10
LP 31 1,78.10 Ps 21A 2,18.10
MP 1 5,36.10 Ps 51A 1,15.10
Ps 1J 5,47.10 Ps 60B 1,84.10
Ps 2J 2,38.10 Ps 92 9,47.10
Ps 3J 3,45.10

Tabela 3 - Concentracdes das suspensdes bacterianaBacddus spp., em unidades

formadoras de col6nias (ufcs ). utilizadas para a 12 aplicacdo nas plantas perewento

em substrato.

Isolado ufcs mL? Isolado ufcs mL?
Bc 1J 0,55.10 Bc 4J 17.10
Bc 2J 61,8.10 Bc 5J 0,66.1
Bc 3J 0,55.19 Bc 6J 3,53.1b

Vinte dias ap0s a primeira aplicacdo, as plantesberam uma segunda aplicacédo de

suspensao bacteriana (Tabelas 4 e 5) preparadastaariorma como da primeira vez e, dez

dias ap0Os essa aplicagdo, as plantas foram colpétasanalise.
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Tabela 4 - Concentracdo das suspensdes bacteriandsalelomonas spp., em unidades
formadoras de col6nias (ufcs ). utilizadas para a 22 aplicacdo nas plantas perewento

em substrato.

Isolado ufcs mL* Isolado ufcs mL*
LP 13 0,76.10 Ps 4J 6,94.10
LP 22 1,53.10 Ps 5J 1,26.10
LP 28 2,59.10 Ps 6J 1,51.70
LP 31 0,41.16 Ps 21A 2,25.10
MP 1 4.10 Ps 51A 1,49.10
Ps 1J 0,89.10 Ps 60B 0,39.10
Ps 2J 0,49.10 Ps 92 4,29.10
Ps 3J 3,94.10

Tabela 5 - Concentragcdes das suspensdes bacterianaBacddus spp., em unidades
formadoras de col6nias (ufcs ). utilizadas para a 22 aplicacdo nas plantas perewento

em substrato.

Isolado ufcs mL? Isolado ufcs mL?
Bc 1J 5,88.10 Bc 4J 139.19
Bc 2J 50.16 Bc 5J 15,2.10
Bc 3J 3,70.19 Bc 6J 0,63.1b

Na colheita, as raizes foram lavadas para retiexcesso de substrato e, depois disso,
as plantas foram separadas em parte aérea e @ib@das em estufa a 70°C até que
atingissem massa constante para que fosse possilizhr as avaliagbes de massa de matéria
seca.

As médias foram comparadas pelo teste de Scotttkiri®% de probabilidade.
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3.4.2 Experimento 2: Aplicacao de suspensao bactania no meio de culturain vitro

Num segundo experimento, testaram-se plantulad)éamem frasco com meio de
cultura MS, mas da variedade 2008, que ja estavamizadas. A variedade 2008 também
nao foi langcada no mercado e, assim como a varelddSP97-6682, também apresenta um
excelente desempenhovitro e bom enraizamento.

Dessa vez, essas plantulas néo foteansferidas para substrato: foram repicadas e
passadas para outro frasco, porém agora com 5Cmiet de cultura MS com concentracao
reduzida a 10% e sem adicdo de horménios e vitamiasse meio de cultura foi adicionado
0,1 mL de suspensao bacteriana crescida por 24s le@ra meio de cultura DYGS
(RODRIGUES NETO et al., 1986) com (¢ glucose, 2; peptona, 1,5; extrato de levedura,
2; KH.POy, 0,5; MgSQ.7H,0, 0,5; acido glutamico, 1,5 e pH 6,8 de acordo owgtodologia
de REIS et al. (1999) e EMPRAPA (2004).

Da mesma forma que na etapa anterior, para cald@astoi feita uma estimativa do
namero de células bacterianas por diluicbes ene,séride aliqguotas de 0,1 mL de cada
diluicho eram espalhadas em placas de Petri comteygl respectivos meios para
Pseudomonas ou paraBacillus. A contagem das colbnias foi feita apds incubac28°C por
24 horas e os resultados s&o apresentados em Lifc€Tabelas 6 e 7).

Essa fase contava com dois controles: um no qualdasulas eram transferidas para
frascos com meio MS diluido com acréscimo de 0,ldalmeio DYGS; e outro no qual as
plantulas eram transferidas para meio MS completm acréscimo de 0,1 mL de meio
DYGS. O teste de cada isolado, também, constaveireto repeticbes, sendo que cada
parcela era composta por trés plantulas.

Uma semana apoés a aplicacdo da suspenséo bactemansgeio de cultura diluido,
essas plantulas foram transferidas para a fasecldeatacdo nas mesmas condicbes das
plantas do primeiro experimento.

Vinte e trésdias apds a primeira aplicacdo, as plantas reaeberaa segunda
aplicacdo de suspensdo bacteriana, dessa vez gmtapeomo no primeiro experimento —
cultivo em meio de cultura liquido, centrifugadas por fim, as células bacterianas foram
ressuspensas em solucdo de Mg3&0 a 0,01 mol [* (Tabelas 8 e 9). Vinte e oito dias
apos essa aplicagdo, as plantas foram colhidasapalise. Neste, as plantulas permaneceram
no periodo de aclimatacdo por um tempo maior doagualantulas do primeiro experimento,

pois, aqui, foram a principio repicadas e, portagteando transferidas para o substrato as
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touceiras eram menores do que as do primeiro expeto, exigindo sua permanéncia por um

tempo maior.

Tabela 6 - Concentracdo das suspensdes bacteriandsalelomonas spp., em unidades
formadoras de col6nias (ufcs ). utilizadas para a 12 aplicacdo nas plantas peramento

em meio de culturm vitro.

Isolado ufcs mL* Isolado ufcs mL*
LP 13 1,92.10 Ps 4J 4,25.10
LP 22 0,42.18 Ps 5J 0,07.10
LP 28 1,62.18 Ps 6J 2,57.70
LP 31 4,45.19 Ps 21A 0,71.10
MP 1 0,46.18 Ps 51A 6,9.19
Ps 1J 1,72.170 Ps 60B 1,5.10
Ps 2J 2,57.10 Ps 92 21,5.10
Ps 3J 33,8.10

Tabela 7 - Concentracfes das suspensfes bacterianaBadHus spp., em unidades
formadoras de col6nias (ufcs ). utilizadas para a 12 aplicacdo nas plantas peramento

em meio de culturm vitro.

Isolado ufcs mL? Isolado ufcs mL?
Bc 1J 2,75.10 Bc 4J 24.10
Bc 2J 61.10 Bc 5J 0,71.10
Bc 3J 5,55.10 Bc 6J 0,23.10

As raizes foram lavadas para retirar o excessalotrato e, depois disso, as plantas
foram separadas em parte aérea e raiz e colocadastefa a 70°C até que atingissem massa
constante para que fosse possivel realizar asagfieb de massa de matéria seca.

As médias foram comparadas pelo teste de Scotttkiri®% de probabilidade.
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Tabela 8 - Concentracdo das suspensdes bacteriand®seatdomonas spp., em unidades

formadoras de col6nias (ufcs ). utilizadas para a 22 aplicacdo nas plantas perewento

em meio de culturm vitro.

Isolado ufcs mL* Isolado ufcs mL*
LP 13 35,3.10 Ps 4J 4,7.10
LP 22 158.160 Ps 5J 3,18.10
LP 28 2,31.10 Ps 6J 7.10
LP 31 32.16 Ps 21A 9,06.10
MP 1 3,9.10 Ps 51A 7,6.10
Ps 1J 5,25.10 Ps 60B 2,02.10
Ps 2J 8,35.10 Ps 92 5,2.10
Ps 3J 130.10

Tabela 9 - Concentracdes das suspensdes bacterianaBacddus spp., em unidades

formadoras de col6nias (ufcs i), utilizadas para a 22 aplicacdo nas plantas perewento

em meio de culturm vitro.

Isolado ufcs mL? Isolado ufcs mL?
Bc 1J 3,25.10 Bc 4J 4,07.10
Bc 2J 2,35.10 Bc 5J 38,8.1
Bc 3J 1,22.10 Bc 6J 1,52.10

3.5 Avaliagéo dos Isoladog vitro

Os vinte e unisolados utilizados nos experimentos descritogricamaliados quanto a

capacidade em produzir acido cianidrico e acidoliadético e solubilizar fosfatos.
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3.5.1 Producéo de &cido cianidrico

Para a avaliacdo da capacidade de produzir 4cafddcico utilizou-se o método
descrito por BAKKER & SCHIPPERS (1987). PdPaeudomonas spp., transferiu-se um
isolado por placa contendo meio B suplementado 4@hg de glicina por litro, sendo trés
placas (repeticoes) por isolado. A glicina estinaufarodugéo de HCN. A placa foi invertida e
colocou-se papel de filtro impregnado com soluc&oadido picrico a 0,5% (amarelo) e
NaCOs a 2% na tampa da placa, as quais foram seladapa@iime e mantidas a 28°C por
24 horas. A mudanca de coloracdo do papel de fle'aamarelo para marrom-alaranjado
indicou a producdo de HCN (Figura 1). PBe&illus spp. utilizou-se 0 mesmo procedimento
descrito, com a diferenca de que o meio de culitii@ado foi o tripticaseina de soja-agar

diluido 10 vezes com o acréscimo de 15 g de agditpode agua destilada.

Figura 1 - Mudanca de coloracdo no papel de filtro de amapel@ marrom-alaranjado

indica a producéo de HCN pelas bactérias.

3.5.2 Producéo de acido indol acético

Para avaliar a producéo de acido indol acé#dd.), utilizou-se o método descrito por
BRIC et al. (1991), porém adaptado por CATTELANaEt(1999). Ha controvérsias sobre
gual a substancia detectada, pois ha quem consider® método utilizado neste trabalho
indica ndo apenas a producdo de AIA, mas tambéruttes indoéis (GLICKMANN &
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DESSAUX, 1995). No entanto optou-se pelo procediméndicado e descrito a seguir: as
bactérias foram transferidas para placas conteralo tripticaseina de soja-agar diluido 10
vezes, com acréscimo de 15 g de agar por litrogda destilada. Esse meio foi enriquecido
com 5 mmol [* de L-triptofano (1,021 g ), pois o triptofano é o precursor do AlA.
Transferiu-se um isolado — colocado em trés padigigtos — por placa, sendo cobertos com
membrana de nitrocelulose de 45 mm de diametrql#sas foram incubadas a 28°C por 24
horas. Apds esse periodo, a membrana foi remosatarada com solucéo de Salkowski (1
mL de solucéo de Feg6H,0 0,5mol L* em 50 mL de HCIQ35%), transferida para outra
placa esterilizada e incubada a temperatura anebigds isolados que formaram halo
avermelhado na membrana, no periodo entre 30 nsin@t@ horas foram considerados
produtores de AlA (Figura 2).

Figura 2 — Formacao de halos vermelhos na membrana indm@ducao de AIA pelas

bactérias.

3.5.3 Solubilizagéao de fosfato

Para a solubilizacédo de fosfato, foi utilizado dadé proposto por KATZNELSON &
BOSE (1959), que considera a capacidade dos isokthosolubilizar fosfato inorganico na
forma de CaHP® Utilizou-se o seguinte meio de cultura: 1% deage, 2% de agar, 0,2%
de asparagina, 0,05% de Mg$®©,01% de NaCl, 0,01% de KCI e 0,05% de extrato de
levedura em agua destilada. O meio foi esterilizadtrado da autoclave e colocado em
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banho-maria. Depois datingir 50°C, adicionaram-se 50 mL de solucdo iigtda de
K>:HPO, a 10% e 100 mL de solucéo esterilizada de £€aCl0% para produzir um fino
precipitado de CaHPOA reacdo do meio foi entdo ajustada para pH @ blaOH 1 N
esterilizado e verteu-se 0 meio imediatamente. sfegin-se um isolado por placa de Petri e
incubou-se a 28°C por sete dias. As colbnias guaai@m halo claro ao seu redor foram

consideradas solubilizadoras de fosfatos (Figura 3)

Figura 3 — Formacado de halo claro ao redor das colbniasara solubilizacdo de fosfato

pelas bactérias.

4 RESULTADOS
4.1 Contagens
4.1.1 Solos com e sem vinhaca
Foram observados aumentos significativos na comadeidiePseudomonas do grupo
fluorescente, no tratamento com vinhaca, apenasés de marco de 2009 na fazenda de
Altinopolis (Figura 4)e no més de fevereiro de 2009 na fazenda de Sdiffanaa 5). Ja a

aplicacdo de vinhaga aumentou significativamenteraunidade d@&acillus apenas no més

de dezembro de 2008 na fazenda de Serrana (Figura 7
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Em todos os outros meses analisados, para amlgrsipss bacterianos e em ambas
as fazendas, ndo foram observados aumentos sagivifis devido a aplicacdo de vinhaca
(Figuras 4, 5, 6 e 7). Houve apenas uma situacapaba aplicacdo de vinhaga ocasionou
uma diminuicdo significativa na comunidade avaliadaonforme pode ser observado na
figura 6, quandoca comunidade d®acillus spp. decresceu significativamente no més de

dezembro de 2008 na fazenda de Altinopolis.

12 4

10 A

Ufcs

NOVEMBRO DEZEMBRO MARCO ABRIL
Meses

OSEM VINHACA ECOM VINHACA

Figura 4 — Ufcs, em log x+1/g raiz, do grupo fluorescergd”seudomonas spp. na rizosfera
de cana-de-acUcar submetida a fertirrigacdo corhagm, na fazenda de Altindpolis, nos

meses de novembro e dezembro de 2008 e marcd deaBf09.
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12 4

10 -

Ufcs

NOVEMBRO DEZEMBRO FEVEREIRO MARGO ABRIL
Meses

O SEM VINHACA B COM VINHACA
Figura 5 — Ufcs, em log x+1/g raiz, do grupo fluorescergd”seudomonas spp. na rizosfera

de cana-de-acucar submetida a fertirrigacdo coimaga na fazenda de Serrana, nos meses

de novembro e dezembro de 2008 e fevereiro, maaboilede 2009.

12 A

10 A

Ufcs

NOVEMBRO DEZEMBRO MARCO ABRIL
Meses

OSEM VINHACA Il COM VINHACA

Figura 6 — Ufcs, em log x+1/g raiz, dgacillus spp. na rizosfera de cana-de-agucar submetida
a fertirrigagdo com vinhaga, na fazenda de Altinidpmos meses de novembro e dezembro
de 2008 e marco e abril de 20009.
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12 4

10 A

Ufcs

NOVEMBRO DEZEMBRO FEVEREIRO MARCO ABRIL
Meses

OSEM VINHACA ECOM VINHAGA

Figura 7 — Ufcs, em log x+1/g raiz, dgacillus spp. na rizosfera de cana-de-agucar submetida
a fertirrigacdo com vinhaca, na fazenda de Sermams,meses de novembro e dezembro de
2008 e fevereiro, marco e abril de 20009.

4.1.2 Solos com e sem torta-de-filtro

No tratamento com torta-de-filtro foram observadasentos significativos em duas
amostragens — fevereiro de 2009 e abril de 2008 eemunidade dBseudomonas do grupo
fluorescente. Ja para a ultima amostragem - juthaaD9 — pode-se notar que a aplicagéo de
torta-de-filtro ndo ocasionou diferenga (Figura 8).

Na figura 9 observa-sque a aplicacdo da torta-de-filtro ndo ocasionomenios
significativos na comunidade dacillus spp. em nenhum dos meses analisados — fevereiro
de 2009, abril de 2009 e julho de 20089.
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10

Ufcs

FEVEREIRO ABRIL JULHO
Meses

OSEM TORTA ECOM TORTA

Figura 8 — Ufcs, em log x+1/g raiz, do grupo fluorescergd”seudomonas spp. na rizosfera
de cana-de-agucar submetida a aplicacdo de toffiitrde nos meses de fevereiro, abril e

julho de 20009.

10

Ufcs

FEVEREIRO ABRIL JULHO
Meses

OSEM TORTA B COM TORTA

Figura 9 — Ufcs, em log x+1/g raiz, dgacillus spp. na rizosfera de cana-de-agucar submetida

a aplicacédo de torta-de-filtro, nos meses de fawerabril e julho de 2009.
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4.2 Selecao de Possiveis RPCPs de Cana-de-agucar

4.2.1 Experimento 1: Aplicacao de suspensao bactenia no substrato

A figura 10 ilustra a ocorréncia de diferencas iicativas entre os isolados aplicados
em relagdo a variavel massa de matéria seca dagsda. Constata-aalivisdo dos isolados
em dois grupos — caracteristica do teste estatigpticado, o de Scott-Knott —, sendo que o
controle seencontra no grupo de menores valores. Dessa foreza, dos 21 isolados testados
apresentaram valores de massa de matéria secatdaapeea maiores do que o controle,
enquanto que os outros oito isolados nao diferttala estatisticamente.

Do total de quinze isolados deseudomonas testados, nove apresentaram maiores
massas de matéria seca da parte aérea em relag&mntaole, sendo, em média, 30,6%
maiores, enquanto que dos seis isoladoBadlus, quatro foram mais eficientes do que o
controle — isolados Bc1J, Bc2J, Bc3J e Bc5J — sesrdanédia, 38,4% maiores.

Pode-se ainda notar que, dos seis isoladdsel@lomonas obtidos a partir de raizes
de cana-de-acucar, trés ocasionaram maior massatéea seca da parte aérea das plantulas
quando comparadas ao controle — isolados Ps3J, P§6bJ. Grande parte dos isolados
provenientes de outras plantas (aproximadamenf&d@6também foram eficientes para o
teste realizado e apresentaram diferenca signifecaim relacéo ao controle, sdo eles: LP22,
LP28, LP31, MP1, Ps21A e Ps60B.

Ja em relacdo a variavel massa de matéria seceait@s ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os 21 isoladosatist e o controle (Figura 11). No entanto, 0s
isolados ndo diferiram estatisticamente do contmlgortanto, ndo foram prejudiciais as
raizes das plantulas.

Ao calcular a razdo entre a massa de matéria seceaizes e a massa de matéria seca
da parte aérea (Rz/Pa) a partir dos resultadopr@gsentados, notam-se diferengas entre os
isolados testados. Sete isolados nao diferiramigigtamente do controle, enquanto que 0s
outros 14 isolados apresentaram razdes estatigtiteanmenores do que o controle, sendo
desses, oito isolados &seudomonas — LP28, MP1, Ps2J, Ps3J, Ps4J, Ps6J, Ps21A e Ps60B

e os seis isolados @acillus (Figura 12).
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Figura 10 — Massa de matéria seca (mg) da parte aérea uellpade cana-de-agucar que
receberam duas aplicacfes de suspensdo bactedasabstrato. Médias de 5 repeticdes.
Coeficiente de variacdo (CV%), 30,5.

*Valores seguidos pela mesma letra ndo difereneenfpelo teste Scott-Knott.
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Figura 11 — Massa de matéria seca (mg) das raizes de @ént@ cana-de-aclUcar que

receberam duas aplicacbes de suspensao bacteoasabstrato. Médias de 5 repeticdes.

Coeficiente de variacdo (CV%), 40.

*Valores seguidos pela mesma letra ndo difereneenipelo teste Scott-Knott.
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Figura 12 — Razao entre a massa de matéria seca da raipagtdaérea (Rz/Pa) de plantulas
de cana-de-acucar que receberam duas aplicacdsssgensdo bacteriana no substrato.
Coeficiente de variagao (CV%), 38,3.

*Valores seguidos pela mesma letra ndo difereneenipelo teste Scott-Knott.
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4.2.2 Experimento 2: Aplicacao de suspensao bactania no meio de culturan vitro

Para este experimento houve dois controles — umondi@ado controle diluido e outro,
controle completo. O controle diluido é o indicgu REIS et al. (1999) para, justamente,
trabalhos com bactérias e plantas em meio de ault@® controle completo foi incluido
porque é a forma como os produtores de plantuldizant os meios de cultura.
Diferentemente do primeiro experimento, neste ré@reram diferencas significativas entre
os valores de massa de matéria seca da parte aérea, mostra a figura 13. Todos os
isolados testados apresentaram valores que nadratifeestatisticamente dos controles e,
embora, ndo tenham resultado em maiores massasapapféntulas, também néo lhes
causaram prejuizos.

Também diferentemenido experimento inicial, neste experimento diferenigaam
observadas na massa de matéria seca das raiz@lamtas que receberam os varios isolados
(Figura 14). No entanto, o que se observou foranones valores de massa de matéria seca
de raizes sempre em comparacao ao controle comisiet@, o controle em que havia maior
concentracdo de nutrientes.

Dessa forma, em relacdo ao controle completo, 2bsisolados testados, 14
ocasionaram maiores massas de matéria seca des, rse@ndo que oito dos 15 isolados de
Pseudomonas resultaram em maiores massas — em media 42,8%ravaio(sendo cinco
isolados de cana e trés isolados da colecéo) seiossolados dBacillus todos se mostraram
eficientes em aumentar a massa de matéria secaidas — em média 46,7% maiores.

Ainda em comparagdo ao controle completo, dos iseisados dePseudomonas
obtidos a partir de raizes de cana-de-agUcar, @oasionaram maiores massas de matéria
seca das raizes. Sendo assim, apenas um dos dlez®ssobtidos a partir de cana-de-agucar,
considerando-sBseudomonas e Bacillus, ndo diferiu estatisticamente do controle completo
isolado Ps3J. Dos isolados obtidos a partir deasuisspécies vegetais, trés se mostraram
eficientes, sendo esses: LP13, Ps51A e Ps92.

A razdo entre a massa de matéria seca das ra&esassa de matéria seca da parte

aérea (Rz/Pa) nao diferiu estatisticamente dosaestneste caso (Figura 15).
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Figura 13 — Massa de matéria seca (mg) da parte aérea nellpiide cana-de-aglcar que

receberam aplicacdo de suspensao bacteriana nalmetidturan vitro e, posteriormente, no

substrato. Médias de 5 repeti¢cdes. Coeficienteadagéo (CV%), 37,3.

*Valores seguidos pela mesma letra ndo difereneenipelo teste Scott-Knott.
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Figura 14 — Massa de matéria seca (mg) das raizes de @énd@ cana-de-aclUcar que
receberam aplicacdo de suspensao bacteriana nalmetidturan vitro e, posteriormente, no
substrato. Médias de 5 repeti¢cdes. Coeficienteadagéo (CV%), 39,2.

*Valores seguidos pela mesma letra ndo difereneenipelo teste Scott-Knott.
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Figura 15— Razéao entre a massa de matéria seca da raipagtdaérea (Rz/Pa) de plantulas
de cana-de-acucar que receberam aplicacdo de séspbacteriana no meio de cultina
vitro e, posteriormente, no substrato. Coeficiente dagé@o (CV%), 45,1.

*Valores seguidos pela mesma letra nao difereneenipelo teste Scott-Knott.

40



4.3 Avaliacdo dos Isolado# vitro: Producdo de Acido Cianidrico, Acido Indol Acéticoe

Solubilizacdo de Fosfatos

Os resultados dos testiesvitro para verificar a producdo de metabdlitos secuagari
pelas bactérias testadas nos experimentos angeest&o representados na tabela 10. Pode-se
verificar que todos os isolados Beeudomonas foram capazes de produzir AIA. Apenas 0s
isolados dePseudomonas LP22, LP28, Ps1J, Ps2J e Ps6J foram capazes dezpréiCN,

AlA e solubilizar fosfato, as trés caracteristicasalisadas. J4 os outros isolados de
Pseudomonas apresentaram pelo menos um resultado positivo yrarau outro teste. Em
contrapartida, os isolados Bacillus apresentaram, em sua maioria, resultados neggiaras
todos os testes realizados; a excecao foi o isd&a@Jd que se mostrou capaz de solubilizar
fosfato.

Tabela 10 -Producéo de HCN, AIA e solubilizacéo de fosfatdepesolados testados.

Isolados HCN AlA Solubilizacéo de
fosfato

LP13 -*
LP22
LP28
LP31 -
MP1
Psl1J
Ps2J
Ps3J
Ps4J -
Ps5J -
Ps6J +
Ps21A -
Ps51A -
Ps60B -
Ps92 -
BclJ -
Bc2J -
Bc3J -
Bc4J -
Bc5J - - -
Bc6J - - -

+ +
+ + +

+ + +
+ +

+ 4+ + +

1
++ 4+ +++++ A+ A+ + o+
1

4

* + : presenca da caracteristica; - : ausénciadacteristica.
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5 DISCUSSAO

Nos levantamentos realizados para verificar aréoora de variagbes no niumero de
ufcs da comunidade dBseudomonas spp. do grupo fluorescente e 8acillus spp. na
rizosfera de cana-de-acgucar devido a fertirrigag@no vinhaca notaram-se poucas alteracoes
significativas conforme mostram as figuras 4, 6,6

BARBOSA (2007) cita que a fertirrigacdo com vinh@pde ser agente de aumento da
comunidade microbiana do solo. Dessa forma, enfbesz esperado que, com a aplicacdo de
vinhaca, houvesse aumento no numero de ufcPsdedomonas e deBacillus, devido a
adicdo de grande quantidade de nutrientes, issoooc@meu na maioria das amostragens
feitas. Em duas amostragens detectou-se efeiteintteca sobrd®seudomonas spp. e tal
efeito foi o de aumentar o nimero de ufcs. CongéelaaBacillus spp., observou-se tanto
uma situacdo em que a vinhaca aumentou o numeuécsl@uanto uma em que o diminuiu.
Tal diminuicdo poderia ser proveniente do aumeatoabrréncia de outros microrganismos,
uma vez que, assim como era esperado Bssadomonas e Bacillus, poder-se-ia esperar,
também, aumento no numero de ufcs de microrganistoogpetidores para esses dois
géneros. No entanto, se ocorreu essa competigaéapdoas em uma amostragem, isto €, em
uma condi¢do muito particular.

Ainda em relacao a fertirrigacdo com vinhaca, chanatencdo, a primeira vista, que
0s numeros de bactérias foram aparentemente meeresbril. No entanto, como néo se
fez comparacéo estatistica entre épocas de amasiragio € possivel afirmar nada sobre
isso. Poder-se-ia tentar explicar o fato por uimardiicdo da temperatura no més de abril, ja
que a aparente diminuicao foi observada para os sials duas fazendas. No entanto, a rigor,
como ndo houve mais amostragens depois de abdl,hAdcomo saber se essa aparente
diminuicdo continuou pelo periodo do inverno e @®3 numeros voltaram a crescer ou se
se mantiveram baixos mesmo depois.

Os génerosPseudomonas e Bacillus possuem uma grande variedade de ciclos
metabolicos, sendo capazes de utilizar uma extemsadade de substratd3seudomonas
spp., por exemplo, utilizam uma grande variedadeaiepostos organicos; algumas cepas
utilizam mais de 100 diferentes substratos. Todssespécies do género apresentam
metabolismo respiratério, nunca fermentativo, semgi® algumas podem ser ainda
quimiolitotroficas facultativas, além de produzirsideroforos (BUCHANAN & GIBBONS,
1974). Por seu ladoBacillus spp. podem ter metabolismo respiratério estritaeen

fermentativo ou respiratério e fermentativo, usihzlo varios substratos e séo
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quimiorganotréficos (BUCHANAN & GIBBONS, 1974)sso indica as possibilidades de
utilizacdo de compostos de ambos os grupos bawbsrigesquisados, o que pode fazer com
que a aplicacdo da vinhaca, sendo um residuo tiddstibasicamente por compostos de
carbono, ndo tenha introduzido no sistema algumposto de extrema importancia para que
fossem observados aumentos drasticos no numerofcdedos géneros bacterianos em
questdo. Portanto, pode ter ocorrido de a aplicagaginhaca ter sido, na realidade, algo
indiferente paraPseudomonas e Bacillus, isto é: pela diversidade de substratos organicos
utilizados por esses grupos bacterianos, a vinapeada ndo representou uma verdadeira
entrada de nutrientesComo havia plantas de cana-de-acucar em plenoiroesn, e como
principalmente as bactérias do génPseudomonas sdo bactérias rizosféricas, em contato
com exsudados radiculares, pode ser esse mais uivorpelo qual a presenca da vinhaca
pode ter sido ndo tao significativo para o aumeatatividade desses dois grupos.

Assim como dito para a fertirrigagcdo com vinhagaaplicacdo de torta-de-filtro
também pode ser agente do aumento da comunidadebmita do solo. Segundo Alexander
(1961), citado por FREITAS (1985), a torta-de-@iJtpor ser um material organico, estimula o
crescimento da microbiota como um todo. FREITASIe(1988) observaram que a presenca
de torta-de-filtro nos seus experimentos causoumabilizacdo do N, fato que foi
explicado pela estimulagdo dos microrganismos afcadores, bem como de toda a
comunidade de microrganismos quimiorganotroficosalo, pela adi¢cdo da torta-de-filtro.

Realmente, pard&seudomonas do grupo fluorescente foram observados aumentos
significativos no numero de ufcs em duas das tré&sstragens feitas, porém p&acillus tal
aumento nao foi observado em nenhum momento. Endsses dois grupos bacterianos
sejam capazes de utilizar uma grande diversidadeohgpostos organico®seudomonas e
Bacillus diferem em varias caracteristicas podendo utilmaitas vias metabolicas — como
citado anteriormente — e, portanto, 0s compostodermpo ser utilizados por esses
microrganismos de maneiras distintas.

Tanto para o caso da fertirrigacdo com vinhacajocpara a aplicacdo de torta-de-
filtro, varias condicbes ambientais, como chuves)peratura, tipo de solo e pH, podem ter
contribuido para as variacbes observadas nas @gest. NASEBY & LYNCH (1999), por
exemplo, observaram que variagdes no pH influeaciaa dindmica da rizosfera de ervilhas.
GRAYSTON et al. (1998) verificaram, também atragiésplagueamentos e contagens, que 0
tipo de solo para os experimentos realizados Ew fio apresentou efeito significante nas
comunidades de microrganismos observados, entsePstedomonas. Na realidade, esses

autores afirmam que as diferencas encontradas foaaisadas devido as diferencas entre as
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fontes de carbono, ja que quatro espécies de pléotam testadas por eles e cada uma delas
exsudava diferentes compostos. No presente expanmgode ser possivel, também, que os
fatores ambientais tenham contribuido mais paraisencas significativas vistas nos
graficos do que a propria presenca dos residuasdiestria canavieira; no entanto, mais
testes precisariam ter sido feitos para se afigeses casos.

Segundo Olsen & Bakken (1987), citados por MISAGH®90), os valores de
tamanho de populagbes (ufcs) obtidos usando-se todméle diluicdo e plagueamento
costuma ser altamente variavel e, portanto, ndaessde numerosas repeticdes. No entanto,
avaliar muitas repeticbes nem sempre € viavel, especiadmamnt experimentos de campo.
Nesse caso, poder-se-ia considerar que ha poywaiscées — apenas trés —além do fato de
que as chuvas dificultaram varias coletas em campae resultou em poucas repetices e
descontinuidade entre as amostragens. Pode-s@&e@rsiportanto, que, como nao ocorreram
diminui¢des bruscas no numero de ufc®sgidomonas e Bacillus, a aplicacdo de vinhaca ou
de torta-de-filtro n&o estimulou o crescimento deaumicrobiota competidora para os dois
géneros em estudo. Dessa forma, mesmo sendo othsequa a vinhaca e a torta-de-filtro
ocasionaram um efeito variado soBseudomonas e Bacillus, essas comunidades continuam
a ocorrer na rizosfera da cana-de-acucar, garantisdeventuais beneficios gerados pelas
RPCPs.

Quanto aos resultados obtidos no experimento lieaefo de suspensao bacteriana
no substrato, pode-se imaginar que a variavel ndessaatéria seca das raizes nao apresentou
diferencas significativas em relagdo ao control@is pesse caso as raizes estavam mais
sujeitas aofatores ambientais do que, por exemplo, as raieexperimento de aplicacdo de
suspensao bacteriana no meio de culimravitro, jA que algumas dessas apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao controlmmeto. As plantulas em meio de cultura
estavam em condi¢cdes muito mais uniformes, maisaadas, que as em substrato.

No entanto, embora ndo tenham sido observadagniifes para a variavel raiz, foram
observadas diferencas significativas para a vdrigaste aérea o que indica que, a0 menos,
um determinado niumero de bactérias se estabelesawaizes de modocme pudessem gerar
beneficios para o desenvolvimento da parte aérsaplmtulas. Seis dos nove isolados
provenientes de outras plantas que ndo cana-defafgram eficientes nesse caso, o que
representa aproximadamente 67%. Ja para os ddaddsambtidos a partir de raizes de cana-
de-acucar, sete — aproximadamente 58% — foraneefes em aumentar a massa de matéria
seca dgoarte aérea. Tais porcentagens mostram que, Nn@sSer@o ocorreu uma possivel

especificidade entre as RPCPs e a planta hosped#ma citado por alguns autores como
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PRESTON (2004). COELHO (2007) verificou que o numnele Pseudomonas spp. na
rizosfera de alface foi maior do que na rizosfeaa dutras plantas avaliadas, sendo estas
ricula, chicoria, salsa e tiriricéAssim, a autora conclui que o desenvolvimento de
Pseudomonas spp. fluorescente é influenciado pelo tipo de galaro que sugere certa
especificidade.

Segundo PRESTON (2004) as pesquisas sobre espukzaife entre diferentes plantas
hospedeiras e RPCPs séo pouco exploradas, poosstestes realizados aqui com isolados
provenientes de variedades de cana-de-acucarrdésrdas plantulas testadas, bem como de
diferentes espécies vegetais — como tomate, algoganentdo — sdo importantes. Resultados
positivos ja foram encontrados em estudos queréestam mesmo isolado em diferentes
plantas:Pseudomonas fluorescens isolada de beterraba (SHANAHAN et al., 1992) cgnse
colonizar a rizosfera de alfafa (VILLACIEROS et, &003) e ervilha (NASEBY & LYNCH,
1999). COELHO (2006) verificou, por exemplo, gBacillus megaterium apareceu em
grande quantidade nas rizosferas de diferentetaglatomo alface, salsa e chicoéria.

Em relagcédo a razdo Rz/Pa verificou-se que 14dselapresentaram valores menores
dessa razdo em relacdo ao controle, consideranad®{sl@ntas-controle como o padrao. Esse
resultado condiz com os valores encontrados pasai@vel parte aérea e a variavel raiz, pois
foi a parte aérea desse experimento que apresewiioves resultados em relacdo ao controle.
Sendo assim a maioria dos isolados que resultamamaior parte aérea apresentaram menor
razao Rz/Pa, ndo significando, necessariamentegsgas plantulas apresentem um sistema
radicular deficiente, ja que tinham um sistema@érmm desenvolvido e para tal € necessario
que haja um sistema radicular eficiente para a teagéo e crescimento daanta. E
interessante lembrar, também, que essas raizesteEn@mn-se em substrato, ou seja, um
lugar de facil acesso aos nutrientes. Segundo NASEBYNCH (1999) a razdo Rz/Pa pode
ser um indicativo de estresse da planta; dessaafarrmaior e o menor valor de razao
indicariam as plantas que sofreram maior estrellgeentanto, ainda segundo esses autores,
as plantas podem ter respostas adaptativas pss#iessas pressoes e dessa forma podem,
por exemplo, expandir seu sistema radicular partatserem mais eficientes na aquisicao de
agua.

O experimento com aplicacdo de suspensédo baaenarmeio de culturan vitro,
embora tenha sido denominado dessa forma pareeniiiérlo do primeiro experimento,
contou também com aplicacdo de suspensado bactesienaubstrato em um segundo
momento. E importante lembrar que esse experimsritou com dois controles: o controle

completo e o controle diluido. O meio de culturaréoluzido a 10% para receber a suspensao
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bacteriana para evitar que as bactérias tivessemresuimento excessivo no meio de cultura
e acabassem por matar as plantulas. Ao mesmo temmpameio com menor teor de nutrientes
poderia servir de estimulo para a associacao astioactérias e as plantulas.

Observa-se (figura 14) que os dois controles alifieestatisticamente entre si no que
diz respeito a variavel massa de matéria secaizle@,rambora fosse esperado que o controle
completo fosse maior do que o controle diluido, fthdsso que ocorreu. Encontrou-se na
literatura relato de que plantas em contato comorasiteores de nutrientes, como 0
nitrogénio, ndo apresentavam raizes mais desedeasivao contrario, as altas concentracdes
de nitrogénio conduziam a um sistema radicular meamificado, sendo observadas poucas
raizes laterais (MANTELIN & TOURAINE, 2004). No aadeste trabalho, pode-se aventar a
hipotese de que a maior quantidade de nutrientesmtoole completo ndo tenha estimulado o
desenvolvimento das raizes, como ocorreu no centtidiido, pois as plantas tinham alta
disponibilidade de nutrientes. Nota-se que o trabde REIS et al. (1999) — usado como
referéncia para a metodologia deste experimenambdém fez uso de um controle completo
em seus experimentos. Tal metodologia foi, na ded#, desenvolvida para bactérias
diazotroficas, ndo tendo sido encontrados trabadkeaselhantes relacionando rizobactérias e
cana-de-acucar.

Dessa forma, levando em consideragao o controfpleto, verificaram-se aumentos
significativos da variavel massa de matéria secardizes. Como a primeira aplicagdo da
suspensao bacteriana foi feita diretamente no uheioultura e essas plantas permaneceram
em contato direto com esse meio por uma semana aeteserem transferidas para o
substrato, acredita-se que as bactérias tiveraim asielhores condi¢des de se estabelecerem
na rizosfera das plantulas.

Dos doze isolados provenientes de raizes de eaagtttar, onze (aproximadamente
92%) foram eficientes em promover aumento na madssaatéria seca das raizes, enquanto
que trés dos nove isolados provenientes de outemsap (aproximadamente 33%) foram
eficientes. Nesse caso, diferentemente do queb&ereado para o experimento de aplicacéo
de suspensao bacteriana no substrato, pode-seggiggnouve uma possivel especificidade
entre RPCPs e a planta hospedeira. Pode ser gaa fase ocorra alguma especificidade,
pois o contato inicial das plantulas com os isadagicontece sob condi¢cdes mais controladas
—invitro — e sem acéo de fatores externos ou a presergarde microrganisSmos como no
outro experimento, ou seja, durante essa fase ommifolada no desenvolvimento das
plantulas elas ainda ndo tém contato com muitosrdatadversos e, também, por néo

existirem outros microrganismos presentes no sste® plantulas ndo teriam outra opcgéo

46



para a associacdo sendo as bactérias introduzimasemn. No entanto, as bactérias
provenientes de isolados de cana-de-agUcar podeleveglo vantagem na associacdo, pois
afinal os exsudados radiculares podem selecionarorganismos e as bactérias testadas ja
tiveram contato com exsudados de plantas de caagttar. FREITAS (1994) diz que a
composicdo e a quantidade dos exsudados radicuddiescaracteristicas geneticamente
determinadas, o que supde certa especificidade battérias e plantas hospedeiras, ou seja,
a rizosfera de uma espécie de planta € que favoraparecimento de determinadas bactérias
que serdo mais adaptadas a utilizar tal exsudado.

REIS et al. (1999) usaram para o periodo de atdigAa das plantas um substrato com
baixa quantidade de nutrientes para induzir a @dgdo da planta pelas bactérias
diazotroficas endofiticas. A esse respeito, CAKMAKCal. (2006) sugerem que adi¢cbes de
matéria organica ao substrato podem aumentar mlade das RPCPs e que, portanto, a
resposta da planta aos efeitos das RPCPs també@peadinte desse fator. Dessa forma,
embora a metodologia seguida para a aplicacdousperssdoes em meio de cultimavitro
tenha se baseado no trabalho de REIS et al. (1988, o momento de aclimatacdo das
plantulas foi utilizado um substrato normalmentenewializado, ou seja, com quantidade
suficiente de nutrientes para um bom desenvolvimdat plantas, uma vez que as bactérias
agui testadas sao rizobactérias e, portanto, nessSe poderiam se comportar como 0sS
microrganismos utilizados por CAKMAKCI et al. (2006Esses autores verificaram em seus
experimentos que a promocdo de crescimento pel&P&Foi, na realidade, altamente
dependente do conteudo de matéria organica dosabkifato onde as plantas testadas
estavam se desenvolvendo, pois 0 conteudo org@&niaiilizado como fonte de carbono e
energia pelos microrganismos. No caso dos expetasayui realizados, embora a rizosfera
seja um ambiente rico em exsudados organicos,ztalvesubstrato ndo contivesse uma
quantidade suficiente de matéria organica para @hhaon desenvolvimento de algumas das
rizobactérias testadas — uma vez que as planttdas @&nda muito jovens — e essa pode ser
uma explicacéo para a falta de resultados encam#mth algumas situagcées e com alguns dos
isolados.

Quanto a variavel massa de matéria seca das [@@teas, nao foram encontradas
diferencas significativas em relagdo ao controlmmeto. Embora diferengas tenham sido
observadas na matéria seca mdz, ndo necessariamente essas plantulas deveeiam
apresentado massas de matéria seca da parte adoeasndo que as do controle, visto que

essas plantulas eram muito jovens e, portantoadarthm muito tempo de desenvolvimento.
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Talvez o tempo estabelecido para esse experimémtdemha sido o suficiente para que as
diferencas em relacéo a parte aérea pudessemaieglesidas.

Para esse experimento a razdo Rz/Pa também néou dédstatisticamente dos
controles. FRIGERI (2007), estudando os efeitodifi@entes niveis de radiacédo solar sob a
relacdo entre a raiz e a parte aérea de diverpasies arbodreas, testou plantulas de diferentes
espécies vegetais consideradas tolerantes ao somdmt®, bem como outras espécies
consideradas pioneiras, as quais foram cultivadaslpis meses sob 4, 18, 50 e 100% da
irradiancia total e verificou que, em geral, hagducdo na razdo Rz/Pa das plantulas sob os
niveis mais baixos de irradiancia. Dessa formaitara constatou que a luz foi fator decisivo
para que ocorressem alteracdes nas razdes Rz/Bejagwa irradiancia direciona as reservas
existentes nas plantas para as raizes ou paratas péreas, dessa forma a razdo Rz/Pa de
plantulas pode ser uma variavel indicativa de eapeacdo a diferentes ambientes. Assim,
no geral, quanto mais sombreado for o ambientegrhawaior alocacédo de biomassa para as
folhas e, portanto, havera menor razdo Rz/Pa. éradtisa que apesar de esse padrao ser
geral as espécies estudadas variaram quanto a RaZBa, ou seja, a particdo de biomassa
nao pode ser considerada uma constante entre ésdesspPode ser que no experimento aqui
realizado néo tenham sido observadas diferencasicigivas em relacéo a razdo Rz/Pa para
0 experimento de aplicagdo de suspensdo bacterameeio de culturan vitro, pois, como ja
dito anteriormente, essas plantulas de cana-dexafiGaram um tempo maior sob condi¢des
controladas de laboratério do que, por exemplqlastas do experimento de aplicacdo de
suspensao bacteriana no substrato, que por seaesieiidas antes para a casa de vegetacao
podem ter se deparado primeiramente com variagéekirdinosidade, ao contrario das
plantulas do segundo experimento que estavam sahcdes controladas de luminosidade.

SILVEIRA et al. (2004) dizem que é comum obsemvafeito deletério de algumas
rizobactérias. Segundo PRESTON (2004), ndo é @hsiinguir com clarezdseudomonas
patogénicas daquelas que sdo promotoras de credoirde plantas. Esses dois tipos de
microrganismos colonizam o0s mesmos habitats e possmecanismos similares para
colonizar as plantas. Além disso, cepas RBeudomonas patogénicas, saprofiticas ou
promotoras de crescimento sdo encontradas dentriesima espécie. Nos experimentos aqui
conduzidos, ndo foram encontrados isolados contoeffgletério sobre o crescimento das
mudas de cana-de-acucar. Conforme p6de ser obseneadresultados, os isolados testados
que nao apresentaram efeito sobre a promocédo deirento das plantulas foram, pelo

menos, iguais ao controle.
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Quando se sobrepdem os isolados que foram efsier primeiro experimento com
agueles que foram eficientes no segundo experinanifica-se que todos 0s que se repetem
sdo provenientes de raizes de cana-de-agUcar +~H68l] BclJ, Bc2J, Bc3J e Bc5J. Esses
isolados poderiam, entdo, ser sugeridos como REEPsudas de cana-de-acucar. O fato de
quatro desses seis isolados serem do g@amitius esta de acordo com o que diz a revisédo
de FRANCIS et al. (2010). Nesse trabalho, os astoomentam o fato de que as interacdes
entre plantas e microrganismos costumam ser mam bstudadas em relacdo aos
microrganismos Gram-negativos enquanto que os @sitivos costumam, em geral, ser
vistos como patdégenos de humanos e de animaiut@®a sugerem que o lado das bactérias
Gram-positivas como promotoras de crescimento aetgd e, portanto, com potencial para o
uso na agricultura precisa ser mais explorado, y& glas costumam apresentar bons
resultados significativos, o que esta de acordo @a®experimentos aqui realizados.

Como todos esses isolados que podem ser sugeondus RPCPs de mudas de cana-
de-agUcar promoveram aumentos na massa de matédadss raizes no experimento de
inoculagédo da suspensao bacteriana no meio deaultvtro, pode-se supor outra vantagem
para a aplicacdo dessas bactérias no processodigcfio de mudas: o de reduzir seu tempo
de preparo. A producdo de mudagitro € constituida por diferentes etapas onde as glanta
séo transferidas de uma fase a outra conforme ssendolvimento. Dessa forma, se a
plantula desenvolver raizes numa quantidade maioqué era esperada para determinado
momento, ela sera transferida para a proxima fasiendo acelerar o processmeduzindo o
tempo total de producdo das mudas.

Retomando os valores de ufcs dos isolados apkcao® experimentos (Tabelas 2 a 9)
verifica-se que os isolados sugeridos como RPCRsuwttas de cana-de-acucar ndo foram,
necessariamente, aqueles com maiores valores dg isto €, aqueles com maiores
populacdes entre os quantificados. Portanto, o rmrde microrganismos ndo foi fator
decisivo para a competéncia das RPCPs em colanizansfera. Tal fato estd de acordo com
a revisdo de COMPANT et al. (2005), na qual osrastdizem que a competéncia das RPCPs
depende de suas habilidades para terem vantageasbientes especificos e, também, para
se adaptarem as mudancas nas suas condicOessinisan competéncia pode ser diferente
inclusive entre cepas.

A producdo de &cido cianidrico (HCN), &cido indoktico (AlA) e habilidade de
solubilizar fosfatos séo importantes mecanismosRRGSPs para promover o crescimento de
plantas (COELHO, 2006). WELLER (2007) diz gBeeudomonas produtoras de HCN

costumam ser consideradas microrganismos rizosfdeletérios, mas, ao mesmo tempo,
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fornecem um efeito benéfico em termos de contratddgico. Desse modo, o HCN é
exemplo de um metabdlito que pode influenciar deeimas diferente® crescimento da
planta, dependendo da cepa produtora, do totalGi &tumulado na rizosfera, bem como da
espécie de planta em crescimento. No estudo de EMEIB & ERCOLANI (2001), o HCN
induziu necroses nas radiculas de espinafre, poegta causou para as plantas de pepino. Ja
GUPTA et al. (2002) inocularam um isoladoRseudomonas do grupo fluorescente produtor
de HCN em sementes de amendoim e verificaram queeaca denominada podridao-de-
carvado, causada pelo funddacrophomina phaseolina, foi reduzida em 99% das plantas
quando comparadas com o controle e, tal contraédico, foi atribuido, dentre outros
fatores, a producéo de HCN.

No teste de producdo de HCN aqui realizado, weerdle que os isolados que
produziram HCN tiveram desempenho, no minimo, iguwatontrole, o que evidencia o fato
de que nesse caso essas bactérias ndo podem sideraas deletérias para as plantulas de
cana-de-agucar.Da mesma maneira, a eventual produ¢cdo de HCN afeia ndo foi
benéfica as plantas. E preciso que se note queCl Heve ter sua importancia mais
significativa em condicdbes de campo, que tornarianrizosfera um ambiente mais
competitivo, com maior diversidade microbiana, eme ¢ HCN poderia inibir outros
microrganismos ou, dependendo da concentracadr, anflsdpria respiracao radicular.

Segundo COMPANT et al. (2005), os elementos-tramigoelementos),
particularmente o zinco, e a fonte de carbono @émftiam a estabilidade/instabilidade genética
das bactérias, o que pode alterar sua capacidagecgimzir metabdlitos secundarios como o
HCN. Isso pode explicar o fato de nem todos os@us terem sido produtores de HCN, ja
gue dos 15 isolados dRseudomonas apenas seis produziram HCN, enquanto que nenham do
isolados deBacillus produziu tal metabdlito.

Em relacdo aos testes de producdo de AIA, versicajue todos os isolados de
Pseudomonas produziram AIA, enquanto que nenhum dos isoladoBatillus o produziu.
BARAZANI & FRIEDMAN (1999) testaram a hipotese deieq RPCPs e rizobactérias
deletérias secretam diferentes concentracbes de Adgim, verificaram que altos niveis de
AIA suprimem o crescimento das raizes e, portaasoRPCPs secretam AIA em baixos
niveis. Ainda segundo esse estudo, as RPCPs searetaa de 4,7 vezes menos AlA do que
as rizobactérias deletérias, além de sugerirenogtras substancias, como os acidos lactico e
succinico, podem estar envolvidas no crescimentoaikes. Dessa forma, para o presente
experimento, pode-se pensar que os isoladdBadiélus foram capazes de produzir outras

substancias que estimularam o crescimento dasaplajt que dos seis isolados testados,
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quatro promoveram aumento na massa de matériadseparte aérea no experimento de
inoculagdo no substrato, a0 mesmo tempo em que fadonoveram aumento de massa de
matéria seca de raizes no experimento de inocutagéweio de culturan vitro.

Com base na conclusdo de BARAZANI & FRIEDMAN (199%de-se também
considerar que os isolados &seudomonas nao secretaram AIA em altos niveis ja que
nenhum isolado se mostrou deletério para as plaRfETEN & GLICK (2002) dizem que,
dependendo da via pela qual a bactéria produz @lbApode ser promotora de crescimento ou
ndo. RPCPs costumam produzir AIA pela via do agmolpiravico, ja as patogénicas
sintetizam, preferencialmente, pela via indolacatarrEsses autores também verificaram que
a bactéria precisa estar associada a planta paraoqélA produzido promova seu
crescimento. Talvez, a ndo-associagdo das bacpssa ser uma explicacdo para o fato de
certos isolados deseudomonas produtores de AIA nao terem sido eficientes pgreoaocao
de crescimento de mudas de cana-de-agucar.

DE FREITAS et al. (1997) avaliaram 111 rizobae®riquanto a capacidade de
solubilizar fosfatos e observaram que 32% solubidim CaHP@pelo método qualitativo de
solubilizacédo de fosfato em placa. Embora essewesutenham verificado que os melhores
microrganismos solubilizadores de fosfato pertancéa génerd3acillus, dos seis isolados
desse género aqui testados apenas o Bc2J foi ckpawlubilizar fosfato. No presente
experimento, onze dos 21 isolados testados foramazes de solubilizar fosfato
(aproximadamente 52%). No entanto, dos seis issladgeridos como RPCPs de mudas de
cana-de-acucar — Ps4J, Ps6J, BclJ, Bc2J, Bc3JJke-Bapenas dois — Ps6J e Bc2J — foram
capazes de solubilizar fosfato. A solubilizagdo fdsefato talvez n&o tenha sido algo
determinante para 0s experimentos em questdo, meois periodo inicial as plantulas
encontravam em meio de cultura e depois, no pededaclimatacdo, estavam em substrato
utilizado comercialmente. Tanto o0 meio de cultuwargo os substratos comerciais costumam
ser enriquecidos em termos nutricionais e, porfgmadem conter grande parte dos nutrientes
ja na forma disponivel as plantas. Nesse caso,aio ge cultura utilizado havia 170 mg' L
de KH,PO, como fonte de P e no substrato da marca Plantmearale fésforo era de 145
mmol.

Apenas os isolados LP22, LP28, Ps1J, Ps2J e &s64d positivos para os trés testes
bioquimicos realizados (Tabela 10). Dessa forma seis isolados que poderiam ser
recomendados como RPCPs de mudas de cana-de-agpeaas um — Ps6J — apresentou
resultados positivos para os trés testes bioquémsgyerindo, mais uma vez, que nos

experimentos realizados outros meios que ndo aipdodde HCN, AIA ou a solubilizacdo de
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fosfato tenham sido fatores determinantes paraescitnento das plantas. Tal fato pode ser
observado, principalmente, em relagdo aos isolat#oBacillus, j& que quatro dos seis

isolados testados podem ser sugeridos como RPCeandede-aclicar ao mesmo tempo em
que apenas um isolado desses (Bapidgsentou resultado positivo em apenas um dastest
realizados - teste de solubilizacdo de fosfatoémowale lembrar, que nem sempre o que

ocorre em cultura pura acontece da mesma formaibstrato.

6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:
a) A vinhaca e a torta-de-filtro ndo estimularamntineira significativa as bactérias do
grupo fluorescente d@seudomonas spp. € nenBacillus spp., sendo que as praticas de
fertirrigacdo com vinhaga ou aplicagdo de tortditl® pouco influenciam a ocorréncia
desses grupos bacterianos na rizosfera de cangadara
b) Os isolados de RPCPs denominados Ps4J, Ps6ll, BxA), Bc3J e Bc5J podem ser
sugeridos como inoculantes para a producéo de nuedeana-de-agucar, podendo acelerar o
processo.
C) A producao de AIA e de HCN e a solubilizacada$ato ndo explicaram a promocao
de crescimento ocasionada pelos isolados sugecdo® RPCPs de mudas de cana-de-

acucar.
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